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Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 ponovitev DNA  
Povzetek: Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) in frontotemporalna demenca (FTD) 
sta dve nevrodegenerativni bolezni, ki delita nevropatološke, klinične in genetske 
značilnosti. Pokazalo se je, da je razširjena heksanukleotidna ponovitev G4C2 znotraj gena 
C9orf72, najpogostejši genetski vzrok ALS in pomembno prisotna pri FTD. Zdravi 
posamezniki imajo do 23 ponovitev G4C2. Število pri bolnikih z ALS ali FTD znaša tudi 
do več 1000. Mehanizem z mutacijo v genu C9orf72 posredovane nevrodegeneracije ni 
popolnoma znan. V magistrski nalogi smo sprva z opazovanjem spremembe mobilnosti 
DNA na agarozni gelski elektroforezi (AGE) preučevali vplive temperature, pH in 
ionskih zvrsti na različno dolga zaporedja s ponovitvami G4C2 ter opazili očitne razlike v 
pogojih denaturacije med konstrukti, ki vsebujejo ponovitve G4C2 ter kontrolnimi 
konstrukti, ki so naključna zaporedja DNA, podobne dolžine kot preiskovani konstrukti. 
Razlike med kontrolnim zaporedjem in zaporedjem G4C2 smo pripisali GC bogatemu 
zaporedju. Pogoje denaturacije verig pridobljene na AGE smo potrdili z mikroskopijo na 
atomsko silo (AFM). Z gvanini bogata zaporedja tvorijo G-kvadruplekse, nekanonične 
sekundarne strukture sestavljene iz planarnih tetramernih kvartetov iz štirih zaporednih 
gvaninov. Doslej so pokazali tvorbo G-kvadrupleksov znotraj zaporedij, ki vsebujejo do 
5 ponovitev G4C2. Vendar pa ostaja izziv potrditi tvorbo le-teh znotraj molekul DNA, ki 
vsebujejo večje število ponovitev. Zaporedja, ki vsebujejo 48 ponovitev G4C2, imajo večji 
biološki pomen, kot zaporedja z manjšim številom (< 24). Zato smo se v magistrski nalogi 
lotili dokazovanja tvorbe G-kvadrupleksov v zaporedju DNA z 48 ponovitvami G4C2 s 
CD-spektroskopijo ter detekcijo intenzitete fluorescence  fluorescenčnega barvila, saj se 
mu ob vezavi na G-kvadrupleks le-ta poveča. Detekcija DNA G-kvadrupleksov s 
fluorescenčnim barvilom je dala obetavne rezultate, ki nakazujejo na prisotnost teh 
struktur v zaporedju s ponovitvami G4C2. Posneti CD-spektri so pokazali spremembo 
strukture DNA po denaturaciji tako pri kontrolnem zaporedju DNA kot pri zaporedju 
DNA s ponovitvami G4C2. Dodatno so CD-spektri zaporedja G4C2 vsebovali vrhove, ki 
kažejo na prisotnost G-kvadrupleksov znotraj ponovitev G4C2, medtem ko pri kontrolnem 
zaporedju teh vrhov nismo zaznali. Ker je bilo do danes narejenih veliko študij vpliva 
RNA G-kvadrupleksov na razvoj ALS ter FTD, smo detekcijo s fluorescenčnim barvilom 
izvedli tudi na RNA in zaznali prisotnost G-kvadrupleksov v G4C2 zaporedju RNA. 
Nazadnje smo pripravili z biotinom označene enojne verige DNA s ponovitvami G4C2, 
ki jih bomo v nadaljnjem delu uporabili za DNA test ˝pull down˝ z namenom 
identifikacije proteinov, ki se vežejo na omenjene konstrukte. Z namenom označevanja 
konstruktov DNA z biotinom smo optimizirali reakcijo PCR in uspešno pomnožili 
zaporedje s 100 % deležem GC.  
Ključne besede: C9orf72, Ponovitve G4C2, G-kvadrupleks 
 
 
BIOPHYSICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF G4C2 DNA 
REPEATS 
Abstract: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) in frontotemporal dementia (FTD) are two 
types of neurodegenerative diseases, that share neuropathological, clinical and genetic 
properties. It was shown that hexanucleotide repeat expansion in gene C9orf72, is the 
most common genetic cause of ALS and significantly present also in FTD. Healthy 
individuals normally carry not more than 23 G4C2 repeats. However, the number of 
repeats in ALS or FTD patients can be more than 1000. The neurodegeneration 
mechanism mediated by a mutation in the C9orf72 gene is not fully understood. In master 
thesis, we started with observations of change in mobility of DNA with agarose gel 
electrophoresis (AGE) and through this we studied the effects of temperature, pH and 
different ions on sequences with G4C2 repeats of different length and observed noticeable 
differences in conditions of denaturation between constructs containing G4C2 repeats and 
control constructs, which are random DNA sequences of similar length to studied 
constructs. Differences between the control and G4C2 sequences were attributed to the 
GC-rich sequence. We confirmed denaturation conditions obtained on AGE with atomic 
force microscopy (AFM). Sequences that are rich in guanine form G-quadruplexes, non-
canonical secondary structures made of planar tetramer quartet units from four 
consecutive guanines. So far, the formation of G-quadruplexes has been shown inside 
sequences containing up to 5 G4C2 repeats. However, it remains a challenge to confirm 
the presence of G-quadruplexes within DNA molecules containing a higher number of 
repeats. Sequences containing 48 G4C2 repeats are of greater biological relevance than 
sequences with a lower number of repeats (< 24). Hence, in master thesis we aimed to 
prove a formation of G-quadruplexes inside the DNA sequence containing 48 G4C2 
repeats with CD spectroscopy and detection of fluorescence intensity of fluorescent dye, 
since after its binding to G-quadruplex the fluorescence intensity increases. The 
fluorescent dye gave promising results suggesting the presence of these structures in DNA 
sequence with G4C2 repeats. CD spectrums showed a shift in the DNA structure after 
denaturation of control sequence as well as within sequence with G4C2 repeats. Moreover, 
CD spectrums of G4C2 contained peaks, that point to the presence of G-quadruplexes 
inside the G4C2 repeats, while in spectrums of control sequence we were not able to locate 
them. Because of all the studies of a contribution of RNA G-quadruplexes to development 
of ALS and FTD that were made by now, we also performed a detection of these 
secondary structures with fluorescent dye using RNA molecules and were able to detect 
a presence of G-quadruplexes within G4C2 RNA sequence. Lastly, we prepared biotin-
labeled single strands of DNA containing G4C2 repeats, that we will use in our further 
work for DNA ˝pull down˝ test in order to identify proteins, which bind to described 
constructs. With the purpose of labeling DNA constructs with biotin, we optimized PCR 
reaction and successfully amplified the sequence that is 100 % GC. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AFM  mikroskopija na atomsko silo (angl. Atomic Force Microscopy) 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
ALS  amiotrofična lateralna skleroza  
CD  cirkularni dikroizem (angl. Circular Dichroism) 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dNTP  deoksiribonukleotid trifosfat  
E.coli  bakterija Escherichia coli  
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
FTD  frontotemporalna demenca  
G4    G-kvadrupleks 
LB  bakterijsko gojišče (angl. Lysogeny broth) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
RNA  ribonukleinska kislina  
RNaza  ribonukleaza 
SSB                proteini, ki se vežejo na enoverižno DNA (angl. Single-Stranded Binding 
Protein) 
SSC   raztopina natrijevega citrata z natrijevim kloridom 
UTR  neprevedene regije 
TAE  Tris/acetat/EDTA 
TdT  terminalna deoksinukleotidil transferaza 
ThT  tioflavin T 
Tris  tris (hidroksimetil) aminometan 
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1.1 Sekundarne strukture DNA in njihov vpliv na celične procese 
Struktura desno sučne dvoverižne B-DNA je znana že od leta 1953, ko je bila opisana s 
strani Watsona in Cricka [1]. Vendar se je v nadaljnjih študijah izkazalo, da lahko 
molekula DNA poleg kanoničnih struktur tvori tudi različne nekanonične sekundarne 
strukture. Tovrstne strukture se tvorijo spontano na kratkih ponavljajočih se zaporedjih, 
ki jih je v genomu veliko in lahko nastanejo med različnimi celičnimi procesi, ko se veriga 
DNA razvije v enojni verigi. [2, 3]. 
Nekanonične sekundarne strukture vključujejo G-kvadruplekse (G4), I-motive, lasnice, 
križišča in triplekse (slika 1), ki so bile prvotno karakterizirane in vitro z uporabo 
biofizikalnih tehnik [2, 3, 4]. 
Imenovane sekundarne strukture so funkcionalni genetski elementi, ki igrajo v celici 
različne vloge. Vključene so v regulacijo izražanja genov, imunski odziv, vzdrževanje 
telomer, rekombinacijo in ustvarjanje genetske raznolikosti [3].  
Različne nekanonične sekundarne strukture DNA so vključene v regulacijo omenjenih 
procesov in če je ravnotežje med replikacijskimi, transkripcijskimi ter popravljalnimi 
sistemi oslabljeno, lahko povzročijo genetsko nestabilnost. Genetska nestabilnost je 
splošno prisotna pri replikaciji DNA, saj počasno napredovanje replikacijskih vilic 
omogoča tvorbo nekanoničnih sekundarnih struktur na enojni vijačnici zastajajoče verige 
DNA. Tako tvorjene strukture zavirajo nadaljevanje replikacijskih vilic in posledično se 
le-te ustavijo in/ali zrušijo. To privede do dvojnoverižnih zlomov DNA. Tvorba 
alternativnih struktur DNA lahko tudi aktivira izcep nukleotida in SOS pot, kar vodi v 
prisotnost enoverižne DNA. Na takšnih regijah DNA, ki tvorijo nekanonične sekundarne 
strukture, lahko med replikacijo prav tako pride do dvojnoverižnih zlomov, ki vodijo do 
mutacij preko homologne rekombinacije ali nehomolognega povezovanja koncev. Tako 
imenovana alternativna s strukturami posredovana mutageneza je bila vpletena v 
pojavnost velikih preureditev genoma, delecij in tudi točkovnih mutacij. Čedalje več 
dokazov kaže, da so genetske nestabilnosti, posredovane z nekanoničnimi sekundarnimi 
strukturami rezultat nagnjenosti k boleznim, vključno z rakom in nevrodegenerativnimi 
boleznimi [3]. 
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Slika 1: Vrste struktur DNA. A) dupleks DNA; B) lasnica; C) tripleks; D) G-kvadrupleks; 
E) I-motiv. Povzeto po [4]. 
1.2 Človeški genom in G4 
Sestavni del G4 so G-kvarteti, ki nastanejo s cikličnim povezovanjem štirih gvaninov 
med seboj preko Hoogstenovih vodikovih vezi. Planarni G-kvarteti se nalagajo eden na 
drugega in tvorijo strukture iz štirih pramenov. Strukturo G4 stabilizirajo monovalentni 
kationi, kot sta K+, Na+ ter Li+ [5, 6].  
V človeškem genomu so z in vitro študijami odkrili več kot 700.000 zaporedij, ki imajo 
motiv za tvorbo G4. Le-ti so eden takšnih primerov, ki so pridobili veliko pozornosti 
zaradi svoje tvorbe in regulativne vloge v biološko pomembnih regijah, vpletenih v 
transkripcijo in regulacijo RNA. Tvorbo G4 prav tako povezujejo z mestom začetka 
replikacije in homeostazo telomer [7]. Nadpovprečna zastopanost z gvanini bogatih 
zaporedij v promotorjih onkogenov nakazuje, da so pomembni pri razvoju rakavih 
obolenj ter potencialne terapevtske tarče [7, 8]. Na ravni transkriptoma je bilo pokazano, 
da več kot 3000 zaporedij mRNA vsebuje tovrstne strukture, predvsem v regijah 5'UTR 
in 3'UTR, kar kaže na vlogo v posttranslacijski regulaciji [6, 7, 8]. 
Pomembno vprašanje v biologiji je, če in kje z gvanini bogata zaporedja tvorijo G4 in 
vivo. Primarno je dvoverižna genomska DNA stabilizirana tako, da se pakira v kromatin 
in se priložnost za tvorbo G4 pojavi med replikacijo, transkripcijo in popravljanjem DNA, 
ko je ta prehodno enoverižna zaradi pretrganja vodikovih vezi med baznimi pari. Izjeme 
so molekule mRNA ter telomere, saj so le-te enoverižne in se G4 lahko tvorijo neodvisno 
od omenjenih procesov (slika 2) [5]. 
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Pojavljajoča se opažanja G4 in vivo so skladna s tvorbo G4, ki zagotavlja regulatorno 
vlogo pri zgoraj naštetih poteh. Poleg tega se predvideva, da je tvorba G4 ugodna ob 
superheličnem stresu, molekularni gneči in s strani specifičnih proteinov, ki vežejo G4. 
Poleg tega je bilo ugotovljeno, da se Hoogsteen bazni pari v nasprotju z Watson-Crickovo 
osnovno dogmo prehodno tvorijo pri zvitju DNA v kanonično dvoverižno obliko, kar 
kaže na to, da za nastanek G4 ni nujno potrebno predhodno razvijanje dvojne vijačnice 
DNA [5]. 
 
Slika 2: Možne lokacije G4 v celici. V jedru se lahko tvorijo v dvoverižni z gvanini bogati 
regiji DNA, ko le-ta postane prehodno enoverižna med (A) transkripcijo in (B) replikacijo 
ter na (C) enoverižnih telomernih koncih, ki so bogati z gvanini. Do tvorbe G4 lahko 
pride na (D) molekuli RNA. Rdeče puščice nakazujejo na zaviranje replikacije, 
transkripcije in translacije. Povzeto po [5]. 
1.3 Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) in frontotemporalna 
demenca (FTD) 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je najbolj pogosta bolezen motoričnih nevronov 
za katero je značilna progresivna degeneracija motoričnih nevronov v cerebralnem 
korteksu, možganskem deblu ter hrbtenjači. To vodi v mišično šibkost, atrofijo in mišično 
paralizo, ki privede do smrti, kot posledica dihalne nezadostnosti [9, 10].  
 
Žbogar K. Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 DNA ponovitev  




Bolezen se pojavi v povprečju med 40. in 70. letom starosti, vendar so poročali tudi o 
mlajših bolnikih [11]. Napredovanje bolezni je pogosto agresivno, saj bolniki umrejo v 
2-3 letih po diagnozi [10, 12]. V 5-10 % primerih gre za družinsko obliko bolezni (FALS), 
medtem ko je preostalih 90-95 % bolnikov diagnosticiranih s sporadično obliko (SALS). 
Družinske oblike se dedujejo na klasičen način dedovanja po Mendlu, večinoma na 
avtosomno dominanten način, opisani so tudi primeri recesivnega dedovanja [10].  
Frontotemporalna demenca (FTD) je degenerativna bolezen, ki je posledica patoloških 
sprememb frontalnega in temporalnega korteksa. Gre za drugo najpogostejšo obliko 
demence, ki prizadene posameznike med 40. in 65. letom starosti. Simptomi, ki se 
pojavijo so motnje vedenja, osebnosti in izražanja, sledi upad kognitivnih sposobnosti, 
kar vodi do demence. Smrt običajno nastopi približno 7 let po diagnozi [13].  
Velik delež primerov predstavlja dedna oblika, in sicer med 30 in 50 %, v ostalih primerih 
se FTD pojavi kot sporadična oblika [14]. Najpogostejša je vedenjska različica FTD, za 
katero so značilne že omenjene spremembe osebnosti in vedenja. Pri ostalih različicah, 
gre za spremembe v funkciji izražanja, katerih primera sta semantična različica ter 
netekoča afazija [15].  
1.3.1 Prekrivanje ALS in FTD 
ALS je tesno povezana z FTD. Ocenjujejo, da približno do 50 % bolnikov z ALS kaže 
znake vedenjske disfunkcije in/ali subtilne kognitivne okvare, ki spominjajo na demenco, 
5-15 % bolnikov z ALS pa doseže diagnostična merila FTD (imenovani ALS-FTD ali 
FTD-bolniki z ALS). Obratno pa velja tudi za FTD, saj 50 % bolnikov z FTD kaže 
simptome okvare motoričnih nevronov  [11, 15, 16, 17].  
Boljše razumevanje kliničnega prekrivanja med ALS in FTD je omogočilo ravno odkritje 
leta 2006, ko so ugotovili, da protein TDP-43 (TAR DNA-vezavni protein), tvori 
inkluzije v prizadetih regijah možganov in motoričnih nevronih [15]. Čeprav so mutacije 
TDP-43 redke pri ALS in FTD (<1%), se agregacija proteina TDP-43 pojavi pri večini 
ALS (do 97%) in FTD (do 50%) bolnikov [11].  
Pomembno odkritje leta 2011 je pokazalo, da je širjenje heksanukleotidne ponovitve 
GGGGCC/CCCCGG, ki se nahaja znotraj prvega introna, med prvima dvema eksonoma 
gena kromosoma 9, odprtega bralnega okvira 72 (C9orf72), najpogostejši genetski vzrok 
za razvoj bolezni ALS in FTD (slika 3) [17].  
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Slika 3: Lokacija razširjenih ponovitev G4C2. Povzeto po [20] 
Poleg TDP-43 ter C9orf72 so bile kot pogoste mutacije za razvoj bolezni ALS in FTD 
identificirane tudi v genih SOD1 (superoksid dismutaza 1), FUS (angl. Fused in sarcoma) 
in VCP (angl. Valosin Containing Protein) [10, 11, 12, 14].  
Zaradi obsežnega kliničnega, genetskega in patološkega prekrivanja ALS in FTD danes 
veljata za spekter ALS-FTD, namesto dveh ločenih bolezni [11]. 
1.4 C9ORF72 
1.4.1 Prevalenca razširjenih DNA ponovitev G4C2 
Razširjene ponovitve C9orf72 predstavljajo 10–50 % družinske ALS, 5 –7 % sporadične 
ALS, 12 –25 % družinskih FTD in 6 –7 % sporadičnih FTD. Bolniki z ALS ali FTD imajo 
od več 100 do več 1000 ponovitev [16]. Medtem ko je število pri zdravih posameznikih 
običajno največ do 23 ponovitev G4C2 [15]. Število ponovitev se ne razlikuje le med 
družinskimi člani, vključno z enojajčnimi dvojčki, temveč se razlikuje tudi med tkivi 
posameznika, kot posledica somatske nestabilnosti. [15].  
Dodatno so razširitev ponovitev G4C2 v genu C9orf72 raziskovali tudi pri drugih 
nevrodegenerativnih boleznih, kot so multipla skleroza, Alzheimerjeva bolezen in 
Parkinsonova bolezen, vendar se te pojavljajo redkeje in niso glavni vzrok motenj. 
Mehanizem razvoja bolezni kot posledica mutacije v genu C9orf27 ni popolnoma znan 
[16]. 
1.4.2 Predlagani mehanizmi razvoja bolezni kot posledica mutacije C9orf72 
Razširjena ponovitev G4C2, ki se je izkazala za najpogostejši genetski vzrok ALS in FTD, 
lahko omogoči nastanek zapletenih struktur DNA in RNA, spremembe v transkripciji in 
s tem povzroči zmanjšanje ali izgubo transkripta C9ORF72, kar vodi v haploinsuficienco  
proteina C9ORF72, ki pa sodeluje v avtofagiji in endosomalnem transportu. Drugi 
predlagani mehanizem je, da ponovitve povzročijo nastanek toksičnih skupkov RNA, ki 
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lahko sekvestrirajo in inaktivirajo RNA vezavne proteine (RBP). Ti skupki RNA so 
znatno obogateni z RBP, ki so vključeni v različne procese, kot so procesiranje mRNA, 
translacija in transport. Tretji možni mehanizem je, da so razširjene ponovitve lahko 
podvržene RAN translaciji, ki poteka neodvisno od začetnega kodona AUG, kar ima za 
posledico kopičenje proteinov z dipeptidnimi ponovitvami (DPR), ki imajo sposobnost 
vezave na različne znotrajcelične proteine. DPR, ki se nakopičijo v obliki agregatov v 
citoplazmi, so bili predlagani kot dejavniki, ki prispevajo k razvoju ALS in FTD (slika 4) 
[18-20].  
Slika 4: Predlagani s ponovitvami C9orf72 povezani mehanizmi razvoja bolezni ALS in 
FTD. Prvi je izguba funkcije proteina C9ORF72. V drugih dveh potencialnih mehanizmih 
pa gre za pridobivanje toksičnosti RNA s sekvestriranjem proteinov in tvorbo skupkov 
ali proizvodnjo proteinov z dipeptidnimi ponovitvami (DPR) preko s ponovitvami 
povezane od AUG neodvisne translacije (RAN). Povzeto po [20]. 
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1.4.3 Strukturne značilnosti ponovitev G4C2 
Odkrito je bilo, da tako smerna veriga DNA s ponovitvami G4C2, kot protismerna veriga 
s ponovitvami C4G2, omogočata nastanek nekanoničnih sekundarnih struktur, kot so 
lasnice, G4, I-motivi ter heterodupleksi [18].  
Biološka vloga naštetih sekundarnih struktur v razvoju in napredovanju ALS ter FTD še 
ni popolnoma znana, bili pa so predlagani nekateri mehanizmi. Tovrstne sekundarne 
strukture na eni verigi DNA lahko omogočijo, da je komplementarna veriga DNA 
dostopnejša za transkripcijo in se stopnja le-te poveča [2]. Po drugi strani pa se je 
pokazalo, da zaporedje, ki omogoča tvorbo več zaporednih G4, lahko privede do tvorbe 
bolj kompleksnih terciarnih struktur, ki lahko blokirajo transkripcijo [18]. Nedavni 
rezultati raziskav kažejo, da se prepisana RNA s ponovitvami lahko veže na razširjene 
ponovitve DNA in tvori R-zanke ali trivijačne strukture nukleinskih kislin tvorjene kot 
heterodupleks DNA-RNA z eno prosto verigo DNA, ki pa tvori G4 [15, 18, 21]. Tvorba 
R-zank prav tako vodi do motenj prepisovanja in akumulacije skrajšanih transkriptov s 
ponovitvami G4C2 (slika 5) [18].  
Komplementarna veriga C4G2, kot že omenjeno, prav tako lahko tvori nekanonične 
sekundarne strukture, ker je bogata s citozini. Bioinformatske analize so pokazale, da 
lahko takšna zaporedja poleg zank in manjših G4, tvorijo strukture imenovane I-motivi. 
Ti so sestavljeni iz dveh paralelnih dupleksov povezanih preko hemiprotoniranih parov 
C+-C in se lahko, tako kot G4, tvorijo intra- ali inter-molekularno (slika 5) [22].  
Molekule RNA s ponovitvami G4C2 ter C4G2 prav tako tvorijo lasnice, že omenjene 
heteroduplekse DNA-RNA, duplekse RNA, G4 in I-motive (slika 5) [15, 18]. 
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Slika 5: Z razširjenimi ponovitvami G4C2 povezane strukture DNA in RNA. Povzeto po 
[18]. 
1.4.4  Predhodne študije G4 gena C9orf72  
1.4.4.1 Študije na ravni DNA s CD-spektroskopijo 
V zadnjih letih so z uporabo CD-spektroskopije pokazali, da G4C2 DNA lahko tvori G4 
in vitro in njihova orientacija je odvisna od dolžine ponovitev. DNA G4, se glede na 
dolžino lahko tvorijo intra- ali inter-molekularno in sicer s paralelno, antiparalelno ali 
mešano topologijo [6, 23]. 
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CD-spektroskopija je spektroskopska metoda, ki izmeri razliko v absorbanci levo in 
desno krožno polarizirane svetlobe snovi. Izkorišča pojav, da optično aktivna snov ne 
absorbira obeh omenjenih svetlob v enaki meri (circularni dikroizem – CD). Tako DNA, 
kot proteini so asimetrične biološke molekule in asimetrija se kaže na nivoju primarne, 
sekundarne ter terciarne strukture. Posledično ima vsaka struktura značilen CD-spekter 
in je zato CD-spektroskopija zelo uporabna metoda za preučevanje konformacijskih 
značilnosti DNA in proteinov v raztopini. Izkazalo se je, da je prav tako najprimernejša 
metoda za preučevanje tvorbe G4 v različnih zaporedjih DNA [24].   
Do sedaj so s pomočjo CD-spektroskopije opazovali različne sintetične oligonukleotide 
d(G4C2), d(G4C2)G4, d(G4C2)2, d(G4C2)3, d(G4C2)4 in d(G4C2)5. Rezultati so pokazali, da 
osnovna strukturna enota d(G4C2) ali d(G4C2)G4 tvori tetra-molekularni paralelni G4 [6, 
23]. Meritve prav tako nakazujejo na to, da se dva takšna paralelna G4 povežeta v dimerno 
simetrično strukturo [23]. CD-spektri d(G4C2)2,  d(G4C2)3, d(G4C2)5 so pokazali negativni 
vrh pri 240 nm in pozitivne vrhove pri 260 in 290 nm, kar kaže na prisotnost  populacij 
DNA z različnimi topologijami (slika 6) [6, 23]. V predhodnih študijah so namreč 
pokazali značilne vrhove za paralelne G4, kjer je maksimum pri 260 nm in minimum pri 
240 nm, medtem ko je maksimum značilen za antiparalelne G4 običajno pri 290 nm. Prav 
tako so pokazali, da d(G4C2)2 preferenčno vodijo v nastanek G4, sestavljenih iz dveh 
verig, d(G4C2)4 pa predominantno tvorijo antiparalelne G4 iz ene same verige [23]. 
 
Slika 6: CD-spektri d(G4C2)G4, d(G4C2)2, d(G4C2)3, d(G4C2)4  in d(G4C2)5 v raztopini K
+ 
[6] (zahvala avtorjem za dovoljenje; http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
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Različne meritve in raziskave torej nakazujejo na prehod iz enotne paralelne strukture 
vidne pri d(G4C2) v heterogeno mešanico struktur, ki vsebujejo tako paralelno kot tudi 
antiparalelno orientacijo pri daljših ponovitvah d(G4C2)2, d(G4C2)3, d(G4C2)5 [6, 23].   
1.4.4.2 Študije na ravni RNA 
Kompleksnost nekanoničnih sekundarnih struktur je lahko vzrok za agregacijo RNA z 
razširjenimi ponovitvami G4C2 in posledično tvorbo stabilnih skupkov (slika 7). RNA G4 
so preferenčno paralelni, kar je bilo pokazano tudi v primeru zaporedja RNA s 
ponovitvami G4C2 [18].  
Raziskave so pokazale, da so ti G4 v prisotnosti kalijevih ionov zelo termodinamsko 
stabilni, saj razpadejo šele pri temperaturi višji od 85°C. To torej razloži stabilnost 
skupkov, ki nastanejo v jedrih celic pacientov ALS in FTD [25]. Tvorba G4 je odvisna 
od dolžine oziroma števila ponovitev G4C2 in njihov nastanek je možen tako znotraj ene 
molekule RNA kot med več molekulami hkrati [26]. 
Kot podpora toksičnosti RNA in sekvestracije RBP, so z biokemijskimi tehnikami 
identificirali kar nekaj proteinov, ki se vežejo na strukture, ki jih tvorijo ponovitve G4C2 
ali C4G2, kot so G4 ali lasnice. Vezava raznih proteinov na te strukture onemogoči 
izvrševanje primarnih nalog proteinov v celicah, kar lahko vodi v razvoj bolezni [18].  
Žbogar K. Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 DNA ponovitev  





Slika 7: Predlagan vpliv G4, ki se tvorijo znotraj ponovitev G4C2 na transkripcijo in 
translacijo C9orf72. Povzeto po [18]. 
1.5 Mikroskopija na atomsko silo (AFM) in snemanje DNA ter G4 
AFM se široko uporablja za preučevanje bioloških molekul, zlasti DNA [27]. Do danes 
je bilo narejenih nekaj študij, kjer so s pomočjo AFM opazovali G4 na dvoverižni DNA, 
med transkripcijo in na oligonukleotidih bogatih z gvanini. Večinoma so na posnetkih 
opazili strukture v obliki skupkov na verigah ali v zankah, ki so bile na večji višini, kot 
pa sama molekula DNA [28-30].  
Pri snemanju z AFM se izkorišča sila med konico tipala in vzorcem za dosego konstantne 
razdalje med obema objektoma. Za preiskovanje biomolekul se uporablja tako imenovano 
potrkovanje, kjer tipalo niha z resonančno frekvenco, pri čemer se konica občasno 
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dotakne vzorca in zato pride do minimalnega popačenja strukture vzorca. Kot rezultat 
tega je način potrkavanja postal najprimernejši način za slikanje mehkih bioloških 
vzorcev [31].  
Sljuda je pogosto uporabljen substrat za biološke vzorce zaradi svoje zelo ravne površine, 
ki jo je mogoče modificirati za adsorpcijo biomolekul [27]. Za imobilizacijo DNA se na 
splošno uporabljata dve modifikaciji gole površine sljude. V enem primeru je DNA 
imobilizirana na sljudi z nanašanjem v  raztopini, ki vsebuje dvovalentne ione, kot je 
Mg2+. Znano je, da dvovalentni ioni delujejo kot mostovi med DNA in površino sljude, 
kar vodi do šibke adsorpcije DNA. Druga modifikacija sljude obsega obdelavo površine 
sljude s 3-aminopropiltrietoksizilanom (APTES-modificirana sljuda), kar vodi do močne 
adsorpcije molekul DNA [27]. 
Z AFM je bilo raziskanih že več različnih lastnosti dvoverižne DNA, interakcij med 
malimi molekulami in DNA ter DNA in proteini. Vendar preiskava enoverižnih molekul 
DNA z AFM ni enostavna, ker ima enoverižna DNA nagnjenost k združevanju baz 
znotraj verige, kar vodi do velikega števila sekundarnih struktur [27]. To so pokazali 
Adamcik in sodelavci v študiji različnih metod nanosa dvoverižne ter enoverižne DNA 
na različne substrate (slika 8) [27]. 
 
Slika 8: AFM posnetki A) dvoverižne Lambda DNA in B) enoverižne M13mp18 DNA 
adsorbirane na površini sljude v prisotnosti Mg2+ [27] (zahvala avtorjem za dovoljenje). 
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1.6 Detekcija G4 s fluorescenčnim barvilom Tioflavin T  
Tioflavin T (ThT) je komercialno kationsko benzotiazolno barvilo, ki se uporablja kot 
občutljivi senzor za amiloidna vlakna in druge tkivne strukture. Med drugimi se veže na 
strukture G4 in se mu pri tem poveča intenziteta fluorescence, zato je uporabno barvilo 
za detekcijo G4 v različnih zaporedjih nukleinskih kislin (slika 9) [32, 33].  
Nedavno je bilo poročano o podrobni teoretični in eksperimentalni študiji interakcije med 
ThT in G4, ki se tvori v človeških telomernih regijah [32]. ThT tvori kompleks tako s 
paralelno kot z antiparalelno orientacijo G4, kjer je glavni način interakcije končno 
nalaganje (angl. end-stacking). V študiji so prav tako primerjali vezavo ThT na G4 in 
druge vrste verig DNA z nespecifičnim nukleotidnim zaporedjem, in sicer enojne verige 
ter duplekse DNA pod enakimi pogoji. V obeh primerih je bilo ugotovljeno, da je 
povečanje fluorescence le v razponu od 50 do 230 krat, medtem ko je bilo pri G4 
povečanje fluorescence približno 2100-kratno [32].  
 
Slika 9: ThT kot učinkovito fluorescenčno barvilo za selektivno detekcijo G4. Povzeto 
po [34, 33]. 
Ker se ThT selektivno veže na DNA G4 teromelnih regij, so se v drugi raziskavi 
osredotočili na detekcijo RNA G4 s ThT in vzporedno naredili tudi detekcijo G4 na 
enakih zaporedjih DNA (slika 10) [34]. ThT ima selektivni fluorescenčni odziv za RNA 
G4 strukture v primerjavi z drugimi oblikami RNA, saj so zaznali bistveno večje 
povečanje fluorescence ThT pri zaporedjih RNA, ki tvorijo G4, kot pri drugih oblikah 
RNA glede na fluorescenco samega ThT [34].  
V tej študiji so vključili tudi zaporedje DNA in RNA gena C9orf72, s 4 ponovitvami 
G4C2. V obeh primerih so zaznali povečanje fluorescence ThT, in sicer pri RNA je bilo 
povečanje intenzitete 406-kratno (slika 10 A), pri enakem zaporedju DNA ter pogojih pa 
je bilo povečanje fluorescence 252-kratno (slika 10 B) [34].  
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Specifična vezava ThT na G4 omogoča razvoj učinkovite metode za odkrivanje tovrstnih 
sekundarnih struktur, ločevanje med G4 in drugimi oblikami RNA ali DNA ter ponuja 
obetavno orodje za odkrivanje biomarkerjev [34]. 
 
Slika 10: Odvisnost intenzitete fluorescence ThT (2 μM) pri 487 nm od različnih 
zaporedij A) RNA in B) DNA (4 μM) v 20 mM raztopini Tris-HCl (40 mM KCl, pH 7,0). 
Tel22, BCL-2 in C9orf72 so zaporedja, ki tvorijo G4, ssAf20, HP18, ssAf16 ter dsAf16 
pa so druge oblike nukleinskih kislin. V sliko je bilo uvedenih nekaj manjših sprememb 
in sicer razdelitev zaporedij, ki tvorijo G4 ter zaporedja, ki ne tvorijo G4 [34] (zahvala 
avtorjem za dovoljenje; http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
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1.7 Pomnoževanje GC bogatih nukleotidnih zaporedij DNA z verižno 
reakcijo s polimerazo (PCR) 
Uporaba PCR v biologiji in medicini vključuje diagnozo nalezljivih bolezni, molekularno 
genetsko analizo in ustvarjanje rekombinantnih konstruktov DNA za namene izražanja 
proteinov [35]. Kljub temu, da je PCR široko uporabljena tehnika, je pomnoževanje 
zaporedja DNA z visoko vsebnostjo GC (> 60%) lahko ovira za uspešno reakcijo PCR. 
Približno 3% človeške DNA je bogate z GC, to so predvsem pomembne regulatorne 
regije, vključno s promotorji, ojačevalci in kontrolnimi elementi [35, 36].  
Za premagovanje težav, povezanih s pomnoževanjem genov, bogatih z GC je bilo razvitih 
več pristopov. Dodatek ojačevalcev lahko spremeni stopnjo pri kateri pride do 
denaturacije dvoverižne DNA, kar omogoča enostavnejšo ločitev verig. V literaturi so 
najpogosteje opisani betain, DMSO in formamid [36]. Betain (trimetil glicin) je 
modificirana aminokislina, ki zmanjšuje energijo, potrebno za denaturacijo verig DNA. 
Predlagano je, da betain vpliva na podaljševanje v sami reakciji bodisi z vezavo na AT 
bazne pare v velikem žlebu bodisi s povečanjem hidratacije GC parov tako, da se veže v 
manjši žleb in s tem destabilizira DNA, bogato z GC [35, 36]. DMSO (dimetil sulfoksid) 
interferira pri tvorbi vodikove vezi ter preprečuje ponovno prileganje verig med seboj in 
znotraj ene verige. Vendar ima DMSO pomanjkljivost zmanjšanja aktivnosti Taq 
polimeraze, zato je pomembno razmisliti o ohranjanju ravnotežja med dostopnostjo 
matrične DNA in aktivnostjo polimeraze [35]. Formamid poveča specifičnost reakcije 
PCR. Menijo, da se veže v veliki in mali žleb DNA, destabilizira dvojno vijačnico in tako 
zniža temperaturo denaturacije DNA [37]. Vsem trem omenjenim ojačevalcem 
pripisujejo tudi sposobnost zmanjševanja tvorbe sekundarnih struktur [38, 39]. PCR lahko 
optimiziramo tudi tako, da v reakcijo dodamo protein SSB in sicer za stabilizacijo 
denaturirane DNA med poskusi PCR in lahko služi kot dodatek k reakciji PCR, da zaščiti 
enoverižno DNA pred razpadom z nukleazami. Dokazano je namreč, da SSB izboljšuje 
PCR s težavnimi matricami z neposrednim ali posrednim delovanjem na polimeraze s 
povečanjem njihove aktivnosti premikanja po verigi [40]. Učinkuje tudi sprememba 
cikličnih pogojev, kar vključuje optimizacijo temperature prileganja. Uporaba ˝Hot Start˝ 
PCR, ˝slowdown˝ PCR in PCR s padajočo temperaturo prileganja (˝touch down˝) prav 
tako izboljšajo PCR pomnoževanje visoko bogatih GC regij DNA [36]. Vendar, kljub 
temu, da zgornji ojačevalci ter programi lahko izboljšajo rezultate PCR, je nemogoče 
napovedati, kateri so učinkoviti pri pomnoževanju posameznih zahtevnih regij DNA. 
Zato je potrebna optimizacija PCR na nivoju programa ter komponent reakcije [35, 36, 
40].   
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Prav tako je pomembno, da ima polimeraza visoko procesivnost, ki je sposobnost DNA-
polimeraze, da dodaja nukleotide in pri tem ne disociira z matrice. Celotna učinkovitost 
sinteze DNA se poveča, ko se poveča procesivnost polimeraze [41]. 
V literaturi so dokumentirane številne študije, katerih namen je premagati težave, 
povezane s pomnoževnjem zaporedij DNA bogatih z GC s pomočjo PCR. Med njimi so 
leta 2013 Orpana in sodelavci poročali o novi diagnostični metodi za pomnoževanje in 
odkrivanje razširjenih ponovitev CTG v genu DMPK (DM1 Protein Kinaza) pri 
miotonični distrofiji tipa 1 [42]. Ta metoda temelji na PCR s toplotno impulznim 
podaljševanjem ali ˝Heat Pulse Extension˝ (HPE-PCR), protokolu, ki je bil pred kratkim 
razvit v njihovem laboratoriju. Za razliko od običajnega programa PCR, v katerem se 
korak podaljševanja izvaja pri konstantni temperaturi, ciklični protokol HPE-PCR 
vključuje več toplotnih impulzov v koraku podaljševanja (slika 11). Protokol omogoča 
začasno destabilizacijo sekundarnih struktur v zaporedju matrične DNA in dupleksov 
samih produktov PCR, kar ima za posledico izboljšano učinkovitost podaljševanja 
razširjenih ponovitev, bogatih z GC. Z novim programom jim je uspelo pomnožiti 
zaporedje s 1750 ponovitvami CTG [42].  
 
Slika 11: Ilustrativni temperaturni profil enega cikla protokola HPE-PCR. Po začetni 
denaturaciji (ni na sliki) sledi prileganje in nato 40 ciklov pomnoževanja z 
dvostopenjskim denaturacijskim korakom (95°C v 45 sekundah in 98°C 10 sekund), 
prileganjem pri 68°C 30 sekund ter postopno segrevanje na bazalno temperaturo 
podaljševanja 76°C in nato 21 toplotnih impulzov z najvišjo temperaturo 83°C med 
samim korakom podaljševanja. Povzeto po [42]. 
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1.8 Biotinilacija enoverižnih fragmentov DNA za detekcijo DNA-
vezavnih proteinov 
1.8.1 Biotinilacija oligonukleotidov z encimom terminalna deoksinukleotidil 
transferaza (TdT) 
DNA polimeraze igrajo glavno vlogo v bioloških procesih, kot so replikacija, 
popravljanje in rekombinacija nukleinskih kislin. Kljub temu, da v naštetih procesih 
polimeraza podaljšuje začetne oligonukleotide s pomočjo matrične DNA z dodajanjem 
posameznih nukleotidov, prisotnost matrice ni univerzalna [43, 44]. Obstaja namreč 
unikaten encim, imenovan terminalna deoksinukleotidil transferaza (TdT), ki ima 
sposobnost nespecifičnega dodajanja nukleotidov na 3'-konec enoverižne ali dvoverižne 
DNA (slika 12) [43, 44]. Znano je, da je TdT odgovorna za naključno dodajanje 
nukleotidov na enoverižno DNA med V(D)J rekombinacijo, ki je pomembna pri evoluciji 
in adaptaciji imunskega sistema vretenčarjev [43].  
 
Slika 12: Poenostavljena modela za A) od matrice odvisno in B) od matrice neodvisno 
aktivnost DNA polimeraze. Večina DNA polimeraz potrebuje za aktivnost dvoverižno 
DNA, ki služi kot substrat, kjer 5´→3´ veriga deluje kot začetni oligonukleotid in 
komplementarna veriga 3´→5´ kot matrica. TdT je edinstvena v tem, da katalizira prenos 
fosforilne skupine v odsotnosti matrice. Povzeto po [43]. 
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Uporabo TdT so do danes opisali že v nekaj objavah z namenom biotinilacije DNA in 
sicer z dodajanjem biotiniliranih ribonukleotidov (Biotin-11-UTP) na 3'-OH konec 
enoverižne DNA [45, 46]. TdT preferenčno dodaja nukleotide na enoverižno DNA, 
vendar z biotiniliranimi nukleotidi prav tako označi dveverižno DNA s 3' štrlečimi konci 
ter z manjšo učinkovitostjo tudi DNA s topimi konci [43, 44]. 
1.8.2 Vezava z biotinom označene DNA na magnetne delce  
Vezava biotina na streptavidin je ena najmočnejših nekovalentnih interakcij v naravi 
(konstanta disociacije Kd=10
–15) in je odporna na visoke koncentracije soli, pH, 
temperaturo in denaturante. Interakcija biotin-streptavidin je pogosto uporabljeno orodje 
v biologiji kot modelni sistem za preučevanje interakcij protein-ligand [47, 48]. 
Magnetni delci, ki so prevlečeni s streptavidinom, služijo kot trdna faza za preprosto in 
učinkovito vezanje z biotinom označenih molekul. To so lahko majhne molekule, peptidi, 
proteini, protitelesa ali oligonukleotidi. Po vezavi biotina na streptavidin, ki se nahaja na 
delcih, ti omogočajo izolacijo in enostavno nadaljnje ravnanje s tarčnimi molekulami 
[47]. Namreč ločevanje in večkratno spiranje ali čiščenje je bolj enostavno in hitreje 
izvedljivo. Tarčne spojine nato navadno eluiramo, vendar jih lahko uporabimo tudi 
pritrjene na delce [47]. Uporaba biotiniliranih oligonukleotidov je danes dobro 
uveljavljena in zelo uporabna na številnih področjih bioloških raziskav, kot so 
hibridizacija nukleinskih kislin, čiščenje proteinov in študije vezave proteinov na 
nukleinske kisline [47, 49].  
1.8.3 Identifikacija DNA-vezavnih proteinov 
Test ''pull down'' z oligonukleotidi je široko uporabljena tehnika za identifikacijo in 
čiščenje proteinov, ki se vežejo na specifično zaporedje DNA. Biotiniliran fragment DNA 
je pritrjen na magnetne delce, prevlečene s streptavidinom in inkubacija s celičnim 
lizatom omogoča, da se DNA-vezavni proteini vežejo na specifična nukleotidna 
zaporedja DNA [47]. S polaganjem močnega magneta na steno mikrocentrifugirke 
ločimo magnetne delce z DNA in vezanimi proteini od nevezanih proteinov in nečistoč, 
ki ostanejo v raztopini. Po nekaj izpiranjih lahko vezane proteine analiziramo z masno 
spektroskopijo ter prenosom western (slika 13) [47, 48].  
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Slika 13: Shema celotnega postopka vezave DNA na magnetne delce in nadaljnja izvedba 
testa ˝pull down˝ z oligonukleotidi za detekcijo DNA-vezavnih proteinov.  
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2 Namen dela  
Namen magistrskega dela je določiti biofizikalne in biokemijske lastnosti zaporedja 
DNA, ki vsebuje 8 ali več ponovitev G4C2 in s tem omogočiti boljše razumevanje 
obnašanja zaporedja pod različnimi pogoji za nadaljnje raziskave. Osredotočili smo se na 
vplive temperature, pH in ionskih zvrsti.   
 
Drugi cilj je določitev prisotnosti G4 v DNA ter RNA zaporedjih G4C2 z uporabo 
različnih metod, kot sta CD-spektroskopija ter detekcija G4 s fluorescenčno molekulo 
tioflavin T. Ker število ponovitev G4C2 pri bolnikih z ALS in FTD presega število 23, 
smo se osredotočili na raziskovanje G4 znotraj zaporedja z 48 ponovitvami G4C2.  
 
Tretji cilj je pridobitev biotiniliranih enojnih verig DNA s ponovitvami G4C2 za nadaljnjo 
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3 Eksperimentalni del  
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije  
Agaroza (A9539, Sigma-Aldrich, ZDA) 
Betain (B0300, Merck, Slovaška) 
EDTA (11280, SERVA, Nemčija) 
Etanol (1.07017, Sigma-Aldrich, ZDA) 
HCl (30721, Sigma-Aldrich, ZDA) 
KCl (P9541, Sigma-Aldrich, ZDA) 
K2HPO4 (60354, Fluka, Nemčija) 
KH2PO4 (04243, Sigma-Aldrich, ZDA) 
NaCl (S/3161/60, Fisher Scientific, Združeno Kraljestvo) 
LiCl (L-0505, Sigma Chemical, ZDA) 
MgCl2 (208337, Sigma-Aldrich, ZDA) 
Tioflavin T (596200, Sigma-Aldrich, ZDA) 
Tris (37180, SERVA, Nemčija) 
Natrijev acetat (S2889, Sigma-Aldrich, ZDA) 
Fenol kloroform:izoamil alkohol mešanica BioUltra, for molecular biology, 25:24:1 
(77617, Sigma-Aldrich, ZDA) 
3.1.2 Antibiotiki, encimi, protitelesa, delci in velikostni standardi 
Ampicilin 100 mg/mL (BP-1750-25, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
BamHI (FD0054, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
HindIII (FD0504, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
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KpnI (FD0524, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
NdeI (FD0583, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
XbaI (FD0684, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
T4 ligaza (M0202L NEB, Združeno Kraljestvo) 
SSB (70032Z500UG, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
Magnetni delci s streptavidinom: Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 (65001, 
Thermo Fisher Scientific) 
1kb DNA velikostni standard za AGE (SMO0311, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
100bp plus DNA velikostni standard za AGE (SMO0322, Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
3.1.3 Gojišča, pufri, barvila in druge raztopine 
Tekoče gojišče LBA: LB z dodanim ampicilinom (100 μg/mL) 
Trdno agar gojišče LBA: LB z dodanim ampicilinom (100 μg/mL) 
6x nanašalni pufer za AGE (R0611, Fermentas, ZDA) 
10x reakcijski pufer FastDigest (B64, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
10x reakcijski pufer za T4 ligazo (B0202S, NEB, Združeno Kraljestvo) 
SYBR SAFE (S33102, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
SYBR GOLD (S11494, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
Destilirana voda brez DNaz/Rnaz (10977015, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
3.1.4 Kompleti reagentov  
Koplet za izolacijo plazmidne DNA iz bakterij (maxi-prep): NucleoBond® Xtra Midi 
(740410, MACHEREY-NAGEL, USA) 
Koplet za izolacijo DNA iz gela in očiščenje DNA po reakciji PCR: NucleoSpin® Gel 
and PCR Clean-up from (740609, MACHEREY-NAGEL, USA) 
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Komplet za biotinilacijo 3'-OH koncev DNA: Pierce™ Biotin 3' End DNA Labeling Kit 
(89818, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
Komplet za reakcijo PCR KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase (71975, Sigma-
Aldrich, ZDA) 
Komplet za reakcijo PCR AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase (12337016, Thermo 
Fisher Scientific, USA) 
Komplet za in vitro transkripcijo TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit 
(AMB13345, Thermo Fisher Scientific, USA) 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija) 
Centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Nemčija) 
Aparatura za slikanje elektroforeznih gelov UVITEC (UVITEC, Združeno Kraljestvo) 
Inkubator BD 23 (Binder, Nemčija) 
Mikrovalovna pečica (Zanussi, Italija) 
Magnetno stojalo DynaMagTM-2 Magnetical Particle Concentrator (123.21D, Invitrogen 
Dynal AS, Norveška) 
Rotor VWR® Tube Rotator and Rotisseries (VWR, Avstrija) 
Mešalo vorteks (EV – 202 Tehtnica, Železniki, Jugoslavija) 
Kadička za AGE Owl SEparation Systems, model B1A in B2 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
Vir napetosti za AGE: VWR 250V Electrophoresis Power Supply (VWR, Avstrija) 
Stresalnik Kambič IS-200K (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
Aparatura PCR Mastercycler® nexus X2 (Eppendorf, Nemčija) 
Centrifuga Eppendorf 5424R (Eppendorf, Nemčija) 
Centrifuga ROTINA 380R (Hettich, Nemčija) 
Tehtnica VIBRA AJ (Soehnle Professional, Nemčija) 
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Tehtnica A&D GH-252 (A&D, Avstralija) 
Termoblok PHMT Thermoshaker for Microtubes and Microplates, PSC24 (Grant, 
Združeno Kraljestvo) 
Termoblok ThermoE CHB-A4-2415 (BIOER Technology, Kitajska) 
Spektrofotometer NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
Stresalnik za plošče Digital MultiPlate Genie Pulse (Scientific Industries, ZDA) 
Plošča z 96 vdolbinicami (655079, Greiner Bio-One, Avstrija) 
Plošča z 1536 vdolbinicami (782076, Greiner Bio-One, Avstrija) 
Kiveta (110-10-40, Hellma Analytics, Švica) 
J-1500 CD-spektrofotometer (Jasco, ZDA) 
Čitalec vzorcev na mikrotitrnih ploščah The Infinite M1000 (Tecan, Švica) 
Mikroskop na atomsko silo MM-AFM (Bruker, ZDA) 
Silikonsko tipalo (OTESPA-R3, Bruker, ZDA) 










Žbogar K. Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 DNA ponovitev  




3.1.6 Oligonukleotidi uporabljeni za sekvenciranje, kloniranje in reakcije PCR 
Tabela 1: Začetna oligonukleotida za sekvenciranje plazmidov 
Smerni - CMV Protismerni - BGH 
5'-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3' 5'-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3' 
 
Tabela 2: Oligonukleotidi uporabljeni za vstavljanje restrikcijskega mesta KpnI preko 




Tabela 3: Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje regij s ponovitvami G4C2 z reakcijo 
PCR. 
Smerni  5'-TACGACTCACTATAGGGAGACCC-3' 
Protismerni 5'-CTTACGCACTTGCATGATTCTGGTC-3' 
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3.1.7 Plazmidne karte  
 
Slika 14: Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1-8xG4C2, ki vsebuje 8 ponovitev G4C2. 
Dolžina celotne plazmidne DNA je 5476 bp, dolžina vseh ponovitev pa je 48 bp. Karto 
smo pripravili s pomočjo programa SnapGene Viewer 4.1.7. 
 
Slika 15: Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1-24xG4C2, ki vsebuje 24 ponovitev G4C2. 
Dolžina celotne plazmidne DNA je 5573 bp, dolžina vseh ponovitev pa je 144 bp. Karto 
smo pripravili s pomočjo programa SnapGene Viewer 4.1.7. 
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Slika 16: Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1-48xG4C2, ki vsebuje 48 ponovitev G4C2. 
Dolžina celotne plazmidne DNA je 5717 bp, dolžina vseh ponovitev pa je 288 bp. Karto 
smo pripravili s pomočjo programa SnapGene Viewer 4.1.7. 
 
Slika 17: Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1-RFP, ki vsebuje delni zapis za protein 
RFP. Plazmid služi kot kontrolno naključno nukleotidno zaporedje. Delni zapis za RFP 
je primerljive dolžine kot 48 ponovitev G4C2. Dolžina celotne plazmidne DNA je 5816 
bp, dolžina delnega zapisa za RFP pa je 377 bp. Karto smo pripravili s pomočjo programa 
SnapGene Viewer 4.1.7.  
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Slika 19: Plazmidna karta vektorja pcDNA3-S1m4, ki vsebuje 4 ponovitve zapisa za 
aptamer RNA S1m. Plazmid služi kot kontrolno naključno nukleotidno zaporedje. Štirje 
zapisi za S1m4 so primerljive dolžine kot 24 ponovitev G4C2. Dolžina celotne plazmidne 
DNA je 5658 bp, dolžina zapisa za S1m4 pa je 285 bp. Karto smo pripravili s pomočjo 
programa SnapGene Viewer 4.1.7. 
Slika 18: Plazmidna karta vektorja pcDNA3-S1m, ki vsebuje zapis za aptamer RNA 
S1m. Plazmid služi kot kontrolno naključno nukleotidno zaporedje. Delni zapis za S1m 
je primerljive dolžine kot 8 ponovitev G4C2. Dolžina celotne plazmidne DNA je 5434 
bp, dolžina zapisa za S1m pa je 60 bp. Karto smo pripravili s pomočjo programa 
SnapGene Viewer 4.1.7.  
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3.2.1 Priprava prekonočnih kultur in izolacija plazmidnih DNA iz E.coli  
Izbrane kolonije E.coli seva DH5α smo prenesli v 5 mL tekočega LBA gojišča in stresali 
8 ur pri 37 °C. Nato smo kulture prenesli v 100 mL tekočega gojišča in stresali čez noč 
prav tako pri 37 °C. Plazmidno DNA smo izolirali s pomočjo kompleta za izolacijo 
plazmidne DNA iz bakterij NucleoBond® Xtra Midi/Maxi po protokolu proizvajalca. 
Izolirali smo plazmide, ki so navedeni pod materiali. Po izolaciji smo DNA redčili v MQ 
vodi do koncentracije 1000 ng/μL.  
3.2.2 Molekulsko kloniranje 
3.2.2.1 Priprava vključka s prileganjem oligonukleotidov 
Pripravili smo mešanico komplementarnih oligonukleotidov (vsakega 2 μg) (tabela 2) v 
pufru za prileganje (10 mM Tris, pH 7.5 - 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA). Prileganje 
smo izvedli v mašini PCR s segrevanjem na 95 °C 5 minut in ohlajanjem do 25 °C v 45 
minutah. S prileganjem smo dobili vključek z lepljivimi konci, ki so komplementarni 
koncem vektorjev z BamHI in XbaI, vsebujoč mesto KpnI.  
3.2.2.2 Ligacija vključka v vektor 
Pripravili smo dve reakcijski mešanici vključka in vektorja (linearizirana pcDNA3.1-
48xG4C2 ter pcDNA3.1-RFP s KpnI) v razmerju 3:1, reakcijskega pufra T4 in ligaze T4 
(tabela 4). Reakcijsko mešanico smo inkubirali pri 16 °C preko noči.  
Tabela 4: Komponente reakcijske mešanice za ligacijo vključka v 48x G4C2 vektor 
Komponente Volumen (μL) 
Vektor (100 ng) 2,33 
Vključek (0,84 ng) 0,69 
H2O 13,98 
10x pufer T4 2 
Ligaza T4 1 
Skupni volumen 20 
Žbogar K. Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 DNA ponovitev  




3.2.2.3 Transformacija bakterijskih celic  
5 μL ligacijske mešanice smo dodali 100 μL kompetentnim celicam E.coli seva DH5α in  
bakterije položili na led za 20 minut. Za tem smo izvedli toplotni šok (45 sekund pri 42 
°C) ter jih ponovno ohladili na ledu. Sledil je dodatek 400 μL S.O.C. medija in stresanje 
pri 37 °C 30 minut. 100 μL transformiranih celic smo razmazali na petrijevke z LBA 
gojiščem. Petrijevke smo inkubirali pri 37 °C 16 ur.  
3.2.3 Kontrolna restrikcija in sekvenciranje 
Pred nadaljnjo uporabo DNA, smo naredili kontrolno restrikcijo, da smo preverili število 
ponovitev ali uspešnost kloniranja. Plazmide smo rezali z encimi HindIII ter BamHI ali s 
KpnI. Komponente reakcije ter volumne prikazuje tabela 5. Poleg tega smo rezali tudi 
DNA, za katero smo vedeli, da ima pravo število ponovitev in z AGE primerjali dolžine 
fragmentov. Nazadnje smo plazmide poslali na sekvenciranje. Za določanje zaporedja 
smo uporabili začetna oligonukleotida CMV in BGH (tabela 1).  
Tabela 5: Komponente restrikcijske mešanice za kontrolno restrikcijo  
Komponente Volumen (μL) 
H2O 8,2 
10x pufer 1 
Encimi 0,6 
DNA (200 ng) 0,2 
Skupni volumen 10 
3.2.4 Restrikcija DNA za pripravo matric in vzorcev 
Pripravili smo različno dolge DNA fragmente z 8x G4C2, 24x G4C2 in 48x G4C2 
ponovitvami ter fragmente s kontrolnimi zaporedji S1m, S1m4 ter RFP. Za linearizacijo 
plazmidov smo uporabili encim NdeI ali XbaI. Da smo dobili fragmente, ki vsebujejo le 
ponovitve smo plazmide razrezali z encimoma HindIII ter BamHI. Le pri kontrolnih 
zaporedjih S1m in S1m4, smo namesto BamHI uporabili XbaI. Fragmente za biotinilacijo 
smo pripravili z encimoma HindIII ter KpnI. Dolžine posameznih fragmentov prikazuje 
tabela 6. Reakcijsko mešanico smo inkubirali pri 37 °C 1-6 ur, odvisno od star aktivnosti 
encimov, ki smo jih uporabili. Povprečno restrikcijsko mešanico navaja tabela 7. 
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Tabela 6: Dolžine fragmentov pridobljenih z restrikcijo posameznih plazmidov z 
različnimi restrikcijskimi endonukleazami 
 8x G4C2 S1m 48x G4C2 RFP 24x G4C2 S1m4 
NdeI ali 
XbaI 
5476 bp 5420 bp 5717 bp 5816 bp 5573 bp 5658 bp 
HindIII,  
XbaI 
125 bp 68 bp 365 bp 464 bp 221 bp 306 bp 
HindIII, 
BamHI 
66 bp / 306 bp 383 bp 162 bp / 
HindIII, 
KpnI 
/ / 318 bp 395 bp / / 
 
Tabela 7: Komponente običajne restrikcijske mešanice za pripravo vzorcev  
Komponente  Volumen (μL) 
H2O 31 
10x pufer 5 
DNA (10 μg) 10 
Encimi 4 
Skupni volumen 50 
3.2.5 Nanos na AGE ter izolacija iz gela 
Po inkubaciji smo restrikcijsko mešanico nanesli na 1-2 % agarozni gel barvan s SYBR 
SAFE in ločevali fragmente pri 96 V, 45 minut. Potem smo s pomočjo UV lučke, s 
skalpelom izrezali iz gela lise z želenimi fragmenti in izolirali DNA s pomočjo kompleta 
za izolacijo DNA iz gela in očiščenje DNA po reakciji PCR NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up po navodilih proizvajalca. Fragmente DNA smo eluirali v MQ vodo in shranili 
na -20 °C do uporabe.  
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3.2.6 In vitro Transkripcija  
Najprej smo linearizirali pcDNA3.1-48xG4C2, pcDNA3.1-32xC4G2 ter pcDNA3.1-RFP 
z restrikcijsko endonukleazo XbaI. Molekule RNA smo sintetizirali s pomočjo in vitro 
transkripcije. Za to smo uporabili komplet reagentov za sintezo RNA TranscriptAid T7 
High Yield Transcription Kit. Reakcijsko mešanico smo pripravili po navodilih 
proizvajalca (tabela 8). Reakcija je potekala 6 h pri 37 °C v mašini PCR. Produkte smo 
očistili s fenol-kloroform-izoamil alkoholom in precipitacijo iz etanola. Skozi celoten 
postopek sinteze in čiščenja smo uporabili vodo, ki ne vsebuje RNaz.  
Tabela 8: Komponente reakcijske mešanice za in vitro transkripcijo 
Komponente  Volumen (μL) 
DEPC-tretirana voda 3,5 
5x TranscriptAid reakcijski pufer 4 
ATP/CTP/GTP/UTP mešanica 8 
Matrica DNA (2 μg) 2,5 
TranscriptAid encimska mešanica  2 
Skupni volumen 20 
3.2.7 Precipitacija DNA/RNA iz etanola 
Volumen reakcijske mešanice smo uravnali na 50 μL in dodali 50 μL fenol-kloroform-
izoamil alkohola. Mešanico smo premešali in centrifugirali 5 minut na 130000 rpm pri 4 
°C. Na ledu smo nato prenesli vodno fazo v čisto mikrocentrifugirko in ponovili čiščenje 
še dvakrat. Na koncu smo vodni fazi dodali ohlajeno mešanico 100 % etanola in 
natrijevega acetata, glede na volumen vodne faze (1/10 volumna natrijevega acetata (3 
M, pH 5,2) in za tem 3,0-kratni volumen 100 % etanola). Precipitacija je potekala 2 h pri 
-20 °C. Sledilo je centrifugiranje pri 13000 rpm 15 minut pri 4 °C. Nato smo odstranili 
etanol in sprali DNA z enakim volumnom ohlajenega 70 % etanola. Ponovili smo 
centrifugiranje, odstranili etanol in pustili produkte sušiti 15 minut na sobni temperaturi. 
Na koncu smo molekulam RNA/DNA dodali 40 μL vode. Koncentracije so bile izmerjene 
spektrofotometrično s pomočjo naprave NanoDrop. 
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3.2.8 Vpliv temperature ter ionskih zvrsti na ponovitve G4C2  
Pripravili smo raztopine z NdeI linearizirane plazmidne DNA (pcDNA3.1-48xG4C2, 
pcDNA3.1-24xG4C2 in pcDNA3.1-8xG4C2, pcDNA3.1-RFP, pcDNA3.1-S1m4 in 
pcDNA3.1-S1m) s koncentracijo 4 ng/μL (80 ng DNA v 20 μL) v MQ vodi ali 5 mM 
Tris-HCl, pH 8,5. Potem smo vzorce segrevali v mašini PCR 5 minut pri različnih 
temperaturah (70, 80, 90, 95 in 98°C). Prav tako smo pripravili raztopine linearizirane 
plazmidne DNA v 150 mM KCl, 150 mM NaCl, 150 mM LiCl ali 150 mM kalij fosfatnem 
pufru (pH 7). Eno serijo vzorcev smo pustili na sobni temperaturi, medtem ko smo ostale 
segrevali pri 98 °C, 5 minut v mašini PCR. Poskus s segrevanjem linearnih pcDNA3.1-
48xG4C2 ter pcDNA3.1-RFP v prisotnosti KCl, NaCl, LiCl smo ponovili pri 100 °C. Po 
enakem postopku smo pri 98 °C segrevali tudi fragmente, pridobljene z rezanjem 
plazmidov z encimoma HindIII in BamHI (pcDNA3.1-S1m4 in pcDNA3.1-S1m z 
HindIII in XbaI). Segrevane vzorce smo na kratko centrifugirali, da se je vsa tekočina 
zbrala na dnu mikrocentrifugirke in ohladili na ledu. Linearizirane plazmide smo nato 
nanesli na 1 %, krajše pa na 2 % agarozni gel, barvan s SYBR GOLD barvilom in ločili 
pri 85 V, v 45 minutah.  
3.2.9 Mikroskopija na atomsko silo  
3.2.9.1 Priprava vzorcev 
Za meritve z AFM smo uporabili z NdeI linearizirane plazmide pcDNA3.1-48xG4C2, 
pcDNA3.1-RFP. Vzorci so bili pripravljeni v MQ vodi s koncentracijo 4 ng/μL, segrevani 
pri 98 °C 5 minut in ohlajeni na ledu. Kasneje so bili vzorci redčeni v pufru za nanos na 
sljudo (10 mM MgCl2,10 mM KCl, Tris HCl; pH 7,9) do končne koncentracije 1 ng/μL. 
Hkrati smo naredili še kontrolne meritve, kjer smo na sljudo nanesli plazmide, brez da bi 
jih predhodno segrevali, za preverjanje koncentracije in uspešnosti nanosa. Pri kontrolnih 
meritvah smo linearne plazmidne DNA redčili v MQ vodi do koncentracije 4 ng/μL v 20 
μL in nato v pufru za nanos na sljudo do 1 ng/μL prav tako v 20 μL.  
3.2.9.2 Nanos vzorcev na sljudo ter meritve 
Preden smo nanesli vzorec na sljudo smo odstranili zgornjo plast sljude, da smo dobili 
svežo ravno površino. Ves vzorec v pufru smo nanesli na sredino sljude in počakali 2 
minuti. Nato smo sprali s 500 μL MQ vode, tako, da smo vodo s pipeto nanesli na sredino 
in jo zatem takoj odpipetirali s strani sljude. Sljudo z vzorcem smo nato prepihali z 
zrakom, da smo dosegli popolno suhost vzorca na sljudi. Slike so bile posnete s pomočjo 
MultiMode mikroskopa na atomsko silo (MM-AFM). Uporabljen je bil način  
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potrkavanja. Frekvenca nihanja je bila 300 kHz in premer konice tipala je bil med 7 nm 
ter 10 nm.  
3.2.10 Detekcija DNA/RNA G4 s Tioflavinom T 
Pripravili smo mešanice pufra (20 mM Tris-HCl (pH 7), 40 mM KCl) in sintetiziranih 
molekul RNA s končno koncentracijo RNA 1,3 μM. V mašini PCR smo vzorce segrevali 
2 minuti pri 90 °C potem pa ohlajali s hitrostjo 1 °C/min do sobne temperature. Vzorce 
smo prenesli v mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami s črnim ravnim dnom in vsakemu 
dodali ThT z izhodno koncentracijo 100 μM, da je bila končna koncentracija ThT 3 μM 
v končnem volumnu 60 μL.  
Za detekcijo DNA G4 smo uporabili fragmente DNA pridobljene z restrikcijskima 
encimoma HindIII in BamHI. Vzorce DNA z 0,12 µM končno koncentracijo smo 
pripravili z dodatkom enakega pufra do končnega volumna 10 µL. Na vrh mešanice smo 
dodali še mineralno olje, da smo preprečili izhlapevanje vode v naslednji fazi. 
Pripravljene mešanice smo segrevali 2 minuti na 98 °C in nato ohlajali postopoma do 
sobne temperature. Vzorce smo prenesli v mikrotitrske plošče s 1536 vdolbinicami ter 
dodali 50 µM raztopino ThT, da je bila končna koncentracija ThT 3 µM.  
Plošče smo najprej stresali 10 minut v temi in na sobni temperaturi, nato dve uri inkubirali 
prav tako v temi na sobni temperaturi. Po dvourni inkubaciji smo izmerili fluorescenco 
vseh vzorcev s pomočjo čitalca vzorcev na mikrotitrnih ploščah Tecan infinite M1000. 
Meritve so bile izvedene od zgoraj, brez pokrova in pri valovni dolžini vzbujanja 440 nm 
ter emisije 487 nm.  
3.2.11 CD-spektroskopija  
Uporabili smo fragmente pridobljene s pomočjo encimov HindIII in BamHI. V ta namen 
smo pripravili večje količine fragmentov. Za prve meritve smo uporabili 0,04 μM 
koncentracije fragmentov DNA. Meritve so bila izvedene v kiveti z optično potjo 1 cm 
ter v volumnu 800 μL. Koncentracije, ki smo jih uporabili za nadaljnje meritve so bile 
0,2 μM DNA. Fragmenti so bili shranjeni v vodi z volumnom 400 μL. Najprej smo 
ponovili meritve dvoverižnih DNA v vodi brez predhodnega segrevanja. Nato smo v CD-
spektrofotometru (J-1500) z nastavitvijo temperaturnega programa postopoma segrevali 
do 98°C in nato postopoma ohlajali do sobne temperature. Ko je temperatura dosegla 98 
°C smo pred ohlajanjem dodali KCl, do končne koncentracije 100 mM. CD-spektri so bili 
posneti po dodatku kalijevih ionov pri 98 °C ter po končanem postopnem ohlajanju. 
Kiveto smo pri drugih meritvah podložili, da smo lahko uporabili manjši volumen vzorca. 
Uporabili smo kiveto z optično potjo 1 cm. Vsi CD-spektri so bili posneti pri valovnih 
dolžinah med 200 nm ter 330 nm.  
Žbogar K. Biofizikalne in biokemijske lastnosti G4C2 DNA ponovitev  




3.2.12 Priprava z biotinom označenih enoverižnih fragmentov DNA 
3.2.12.1 Označevanje 3'-OH koncev DNA z biotinom 
3'-OH konce fragmentov DNA 48x G4C2 ter RFP rezanih z HindIII ter KpnI smo označili 
z biotinom s pomočjo kompleta reagentov za biotinilacijo Pierce™ Biotin 3' End DNA 
Labeling Kit po navodilih proizvajalca. V reakciji za označitev smo dali 1 μg DNA. TdT 
smo redčili: 1,5 μL encima, 3 μL 5x pufra in 10,5 MQ vode. Reakcijsko mešanico navaja 
tabela 9.  
Tabela 9: Komponente reakcijske mešanice za biotinilacijo fragmentov 48x G4C2  
Komponente Volumen (μL) 
H2O 19,4 
5x pufer 10 
DNA (1 μg) 10,6 
Biotin-11-UTP 5 
Redčena TdT 5 
Skupni volumen 50 
3.2.12.2 Vezava biotiniliranih verig DNA na magnetne delce prevlečene s streptavidinom 
in spiranje nebiotinilirane verige  
Uporabili smo DynabeadsTM MyOneTM Streptavidin C1 magnetne delce. Magnetne delce 
smo pripravili tako, da smo jih najprej resuspendirali v vijali in jih nato 5 μL prenesli v 
mikrocentrifugirko ter dodali enak volumen 2x pufra za vezavo in spiranje (10 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA, 2 M NaCl). Po resuspendiranju smo dali mikrocentrifugirko 
na magnetno stojalo za 1 minuto, da so se magnetni delci umaknili na steno in odstranili 
pufer. Delce smo tako trikrat sprali z enakim volumnom pufra.  
Biotinilirane verige DNA smo skoncentrirali v vodi na volumen 5,5 μL. 0,1 μL 
posamezne DNA smo odvzeli, 10-krat redčili v končnem volumnu 1 μL in izmerili 
koncentracijo s pomočjo spektrofotometra NanoDrop. DNA smo segrevali 5 minut pri 98 
°C, da je prišlo do denaturacije verig. Pred segrevanjem smo prav tako odvzeli 0,4 uL 
raztopine DNA za kasnejšo analizo na AGE. Delcem smo dodali 10 μL pufra, dobro 
resuspendirali in vsaki DNA dodali po 5 μL magnetnih delcev.  
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Mikrocentrifugirke smo dali na rotor in inkubirali pri sobni temperaturi 30 minut. Po 
inkubaciji smo mikrocentrifugirke dali na magnetno stojalo za 1 minuto, odstranili 
nevezano frakcijo ter jo shranili na -20°C za kasnejšo analizo z AGE. Magnetne delce 
smo potem trikrat sprali z 10 uL 1-kratnega pufra za vezavo in spiranje. Enkrat smo sprali 
še z 6,25 uL 0,5x SSC, Po spiranju smo dodali 6,25 μL 0,5x SSC in segrevali 5 minut na 
98°C, da bi se znebili nebiotinilirane verige. Potem smo mikrocentrifugirke postavili na 
magnetno stojalo in odstranili supernatant s komplementarno, nebiotinilirano verigo.  
3.2.12.3 Disociacija biotinilirane verige z magnetnih delcev 
Za prekinitev vezi med streptavidinom in biotinom smo magnetne delce z DNA inkubirali 
v 95 % formamidu, 10 mM EDTA pH 8,2, in sicer 2 minuti pri 90 °C. Potem smo s 
pomočjo magnetnega stojala odstranili supernatant.  
3.2.12.4 Nanos shranjenih supernatantov na gel  
Nevezani frakciji smo izmerili koncentracijo in preračunali na količino DNA, ki je 
prisotna pred vezavo na magnetne delce, da smo nanesli približno enako količino DNA 
pred vezavo ter nevezane frakcije. Vsem raztopinam, ki smo jih odvzeli smo najprej 
uravnali volumen na 10 μL in dodali nanašalni pufer. Nato smo vse shranjene 
supernatante nanesli na 2 % agarozni gel barvan s SYBR GOLD ter jih ločili s pomočjo 
AGE.  
3.2.13 Pomnoževanje zaporedij G4C2 s pomočjo reakcije PCR 
Za pomnoževanje zaporedij G4C2 smo najprej uporabili komplet za reakcijo PCR 
AccuPrime™ GC-Rich DNA polimerazo ter prilagojen program (tabela 10). 
Pomnoževali smo zaporedja, ki vsebujejo krajše ponovitve G4C2 (8x G4C2 in 24x G4C2) 
in kontrolno zaporedje RFP ter za to uporabili začetne oligonukleotide, ki jih navaja 
tabela 3. Reakcije smo pripravili po navodilih proizvajalca z dodatkom 200 ng proteina 
SSB. Kot matrico DNA smo uporabili krožno plazmidno DNA. Negativno kontrolo smo 
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Tabela 10: Program reakcije PCR z AccuPrime GC-rich polimerazo 
Korak Temperatura (°C) Čas 
Denaturacija 95 3' 
Denaturacija 98 30'' 
Prileganje 56 30'' 
Podaljševanje 72 1' 
Končno podaljševanje 72 10' 
Po ciklih 4 ∞ 
Število ciklov 30x 
3.2.13.1 PCR s toplotno impulznim podaljševanjem ali ˝Heat Pulse Extension˝ (HPE-
PCR) 
Za pomnoževanje 48 ponovitev G4C2 smo uporabili prilagojen program, kjer je 
podaljševanje sestavljeno iz več impulzov dviga in padca temperature, kot kaže program 
(tabela 11). Programu, ki ga navaja literatura smo spremenili le temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov, tako da je ustrezala našim oligonukleotidom. Polimerazi, ki 
sta bili uporabljeni za pomnoževanje daljših regij G4C2 s programom HPE sta bili tako 
AccuPrime™ GC-Rich DNA polimeraza kot KOD Xtreme™ Hot Start DNA polimeraza. 
Pomnoževali smo zaporedja z 8, 24 in 48 ponovitvami G4C2 ter kontrolno zaporedje RFP. 
Reakcije so bile pripravljene tako kot navaja proizvajalec. Reakcijo HPE-PCR smo 
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Tabela 11: Program reakcije HPE-PCR  
Koraki Temperatura (°C) Čas 
Začetna denaturacija 94 7' 
Denaturacija 95 45'' 
98 10'' 
Prileganje 56 30'' 
Podaljševanje s toplotnimi impulzi  
Segrevanje 76 30'' 
Impulzi 21x 83 2'' 
76 2'' 
Končno podaljševanje 76 60'' 
Število ciklov  40 
3.2.13.2 Kontrola uspešnosti reakcije PCR 
Za kontrolo uspešnosti reakcij PCR s pomočjo AGE smo uporabili 200 ng fragmentov 
plazmidov, pripravljenih z restrikcijo (HindIII in XbaI) pcDNA3.1-48xG4C2, pcDNA3.1-
RFP, pcDNA3.1-24xG4C2 ter pcDNA3.1-8xG4C2, ki so bili podobne dolžine kot produkti 
PCR. Po končani reakciji smo 5 μL produktov in poleg še produkte restrikcije nanesli na 
2 % agarozni gel in jih ločili pri 96 V v 20 minutah. Uporabljeno barvilo za vizualizacijo 
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4 Rezultati in razprava  
4.1 Vpliv temperature na ponovitve G4C2 
Najprej smo preverili, kako visoka temperatura vpliva na plazmide pcDNA3.1-48x G4C2 
in pcDNA3-RFP. Linearizirane plazmide smo segrevali pri 70, 80, 90, 95 in 98 °C v vodi 
ter v 5 mM Tris-HCl (pH 8,5) z namenom določitve minimalne temperature denaturacije 
GC bogatih regij in kontrolnega zaporedja. V vodi lineariziran pcDNA3-RFP delno 
preide v enojni verigi že pri sobni temperaturi (slika 20 A). Po segrevanju pri 70 °C pa 
kar velik delež linearnih plazmidov RFP preide v enojne verige. Do popolne denaturacije 
kontrolne DNA je prišlo pri 90 °C. V pufru Tris-HCl pri sobni temperaturi ni prišlo do 
prehoda v enojni verigi kot v vodi, saj pri 70 °C ni bilo opazne denaturacije. Medtem ko 
pcDNA3-RFP v Tris-HCl popolnoma denaturira pri 90 °C. Pri pcDNA3.1-48x G4C2 pride 
do denaturacije pri višji temperaturi kot pcDNA3-RFP, kar je pričakovano glede na 
vsebnost GC (slika 20 B). Tako v vodi, kot v Tris-HCl pride do delne ločitve verig pri 80 
°C, do popolne denaturacije pa pri 98 °C. Zato smo za nadaljnje poskuse, kjer smo 
ločevali verige, uporabili temperaturo 98 °C. 
 
Slika 20: Rezultati denaturacije lineariziranih plazmidov A) pcDNA3.1-RFP B) 
pcDNA3.1-48x G4C2 v vodi (zgoraj) ali Tris-HCl pH 8,5 (spodaj) pri različnih 
temperaturah.  
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Rezultati so skladni s teorijo, ki navaja, da je temperatura denaturacije odvisna tudi od 
zaporedja. Namreč GC bazni par je povezan s tremi vodikovimi vezmi, AT bazni par pa 
samo z dvema. Pretrganje treh vezi zahteva višjo energijo, kot pretrganje dveh vezi. Zato 
so zaporedja, ki imajo večji delež GC, oziroma več GC bogatih ponovitev skupaj, bolj 
stabilna in je potrebna višja temperatura za denaturacijo dvojne vijačnice, kot zaporedja, 
ki imajo nižji delež GC ali le-te nukleotide razporejene bolj naključno znotraj zaporedja 
[51, 52].  
4.2 Vpliv kationov, ki stabilizirajo G4, na zaporedje G4C2 
Linearne plazmide pcDNA3.1-8xG4C2, pcDNA3.1-24xG4C2 in pcDNA3.1-48xG4C2 ter 
kontrolne plazmide pcDNA3.1-S1m, pcDNA3.1-S1m4 in pcDNA3.1-RFP smo inkubirali 
v vodi ter v prisotnosti kationov, ki stabilizirajo DNA G4. Kalij najmočneje stabilizira 
G4, potem natrij in nazadnje litij. Zato smo DNA v prisotnosti 150 mM KCl, NaCl, LiCl 
ali kalij fosfatnega pufra (pH 7) segrevali z namenom, da bi po ločitvi verig prišlo do 
tvorbe G4. Po denaturaciji v vodi nismo dobili lepih lis, vendar je bil na gelu viden tako 
imenovani razmaz (angl. smear), kar nakazuje na tvorbo več različno tvorjenih struktur 
enojnih vijačnic DNA, ki se tvorijo tako, da deli verig tvorijo zanke in znotraj verig pride 
do interakcij med baznimi pari (slika 21, slika 22, slika 23). Različno veliki skupki 
različno hitro potujejo skozi pore gela [27, 53].  
V prisotnosti kationov smo plazmide segrevali pri 98°C. Z AGE smo v prisotnosti 
K+/Na+/Li+ opazili, da pride do močne stabilizacije dvojne vijačnice 48x G4C2 in do 
srednje močne stabilizacije dvojne vijačnice RFP (slika 21 A). Nismo pa uspeli s pomočjo 
AGE razbrati ali pride do tvorbe G4. Kationi imajo pozitiven naboj, zato se vežejo na 
negativno nabite fosfatne skupine ali baze DNA in povzročijo večjo stabilnost vodikovih 
vezi. Prisotnost kationov zviša Tm DNA verige [54]. Denaturacijo lineariziranih 
plazmidov pcDNA3.1-48xG4C2 ter pcDNA3.1-RFP smo ponovili v prisotnosti KCl, 
NaCl in LiCl pri 100 °C (slika 21 B). Pri plazmidih z 48x G4C2 ni bilo opazne spremembe, 
saj je bila temperatura še vedno prenizka za denaturacijo v prisotnosti kationov, medtem 
ko je kontrolni plazmid z RFP zaporedjem prešel v enojni vijačnici v večji meri kot pri 
98 °C.  
V primeru pcDNA3.1-24xG4C2 je bilo opaziti zmanjšano stabilizacijo dvojne vijačnice v 
primerjavi z pcDNA3.1-48xG4C2 (slika 22 A). Pri pcDNA3.1-8xG4C2 pa je prišlo do še 
manjše stabilizacije in posledično v večji meri do denaturacije dvojne vijačnice (slika 22 
B).  
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Slika 21: Rezultati denaturacije linearnih plazmidov pcDNA3.1-RFP ter pcDNA3.1-48x 
G4C2 v prisotnosti 150 mM KCl, NaCl, LiCl pri A) 98°C ali pri B) 100°C.  
 
Slika 22: Rezultati denaturacije linearnih plazmidov A) pcDNA3.1-24xG4C2 ter 
pcDNA3.1-S1m4 in B) pcDNA3.1-8xG4C2 ter pcDNA3.1-S1m4 pri 98°C v vodi ali v 
prisotnosti 150 mM KCl, NaCl, LiCl. 
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Nismo zaznali razlike med vrstami kationov, ki stabilizirajo G4, kot tudi ne med 
raztopinama z enakimi kationi in različnimi anioni (KCl in kalij fosfatni pufer), kar nam 
je dalo vedeti, da na stabilizacijo dvojne vijačnice vplivajo kationi, oziroma njihov naboj 
ter, da anioni nimajo bistvenega vpliva na povečanje energije vodikovih vezi med baznimi 
pari (slika 23). 
 
Slika 23: Rezultati denaturacije linearnih plazmidov pcDNA3.1-8xG4C2, pcDNA3.1-
24xG4C2, pcDNA3.1-48xG4C2 ter pcDNA3.1-S1m, pcDNA3.1-S1m4 in pcDNA3.1-RFP 
pri 98 ° C v 150 mM kalij fosfatnem pufru (pH 7).  
Na osnovi tega smo sklepali, da daljše GC bogate regije preprečujejo popolno 
denaturacijo plazmidov, kar je v skladu z literaturo, ki navaja, da z višanjem deleža 
vsebnosti GC v nukleotidnem zaporedju narašča temperatura pri kateri pride do 
denaturacije dvoverižne DNA in hkrati prisotnost ionskih zvrsti dodatno stabilizira 
dvojne vijačnice [51, 54]. Zmožnost kovinskih ionov, da stabilizirajo dvojno vijačnico 
DNA je določena s temperaturo, pri kateri je polovica dvojne vijačnice DNA razvita v 
enojni vijačnici (Tm) [54]. Sagarik in sodelavci so v publikaciji pokazali rezultate, ki 
kažejo, da vezava kationa na G–C par daje višjo vrednost neto stabilizacijske energije 
(NSE), ki so jo avtorji opredelili kot razliko med energijo vodikove vezi pred in po 
kompleksiranju kovinskega iona, kot ob vezavi na A–T par [54]. To sovpada z našimi 
rezultati, saj večje kot je število ponovitev, bolj je stabilna veriga DNA, saj ima več 
nanizanih GC baznih parov, kjer se vodikove vezi ob vezavi kationov ojačajo in jih je 
posledično težje prekiniti.  
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Singh in sodelavci so prikazali naravo denaturacije 1000 bp dolgih homogenih zaporedij 
(enega z AT baznimi pari in drugega z GC pari) v odvisnosti od koncentracije soli v 
raztopini [51]. Rezultati so pokazali, da je pri koncentraciji 150 mM Na+ ionov vrednost 
Tm za AT verigo 72°C, medtem ko je Tm za GC verigo 110 °C [51]. To podpre rezultat, 
da pri segrevanju zaporedja z 48x G4C2 na 100 °C ni prišlo do denaturacije, saj bi bilo 
temperaturo za dosego enojnih verig potrebno še povišati. Stellwagen in sodelavci so 
poročali, da K+, Na+ ter Tris+ ioni stabilizirajo dupleks DNA s podobno močjo. Hkrati pa 
je stabilizacija DNA s strani monovalentnih kationov odvisna od njihove koncentracije in 
z naraščanjem koncentracije soli narašča tudi Tm [51]. Zato smo v primeru prisotnosti 
Tris+ ionov dosegli denaturacijo tako kontrolnega zaporedja RFP, kot zaporedja 48x G4C2 
pri nižji temperaturi, kot v prisotnosti ostalih kationov.  
Vpliv izbranih kationov K+, Na+ ter Li+ smo preverili tudi na 100 % zaporedju GC. Z 
restrikcijo smo pripravili kratke fragmente 48x G4C2, 24x G4C2, 8x G4C2 in RFP, S1m4 
ter S1m. Vzorce smo segrevali v MQ vodi in v raztopinah z dodanimi ioni v obliki KCl, 
NaCl, LiCl ali kalij fosfatnega pufra pH 7. Dobili smo podobne rezultate, kot pri linearnih 
plazmidih (slika 24). Pri segrevanju v vodi pride do denaturacije dvojne vijačnice DNA 
tako v primeru zaporedja G4C2 kot pri kontrolnih zaporedjih. Fragmenti DNA s 
ponovitvami G4C2 so se pri vseh treh različnih številih ponovitev (48x G4C2, 24x G4C2, 
8x G4C2) ob segrevanju v različnih ionskih raztopinah stabilizirali in denaturacija ni bila 
opazna, saj ni bilo vidnih lis, ki pripadajo enoverižnim fragmentom DNA. Pri segrevanju 
v raztopini, ki je vsebovala katione so fragmenti s 4 ponovitvami S1m delno denaturirali 
na enojni verigi, medtem ko je bila denaturacija fragmentov z S1m popolna. Kontrolno 
zaporedje RFP je v prisotnosti kalij fosfatnega pufra popolnoma denaturiralo, pri dodanih 
ostalih treh vrst soli pa le delno. Ker so rezultati najkrajših fragmentov in linearnih 
plazmidov podobni, pomeni, da je za takšno obnašanje kratkih fragmentov odgovorno 
zaporedje ponovitev G4C2.  
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Slika 24: Rezultati denaturacije kratkih fragmentov DNA s ponovitvami G4C2 in 
primernih kontrol v prisotnosti soli pri 98°C A) 48x G4C2 in kontrolno zaporedje RFP, B) 
24x G4C2 in kontrolno zaporedje S1m4, C) 8x G4C2 in kontrolno zaporedje S1m segrevani 
v prisotnosti KCl, NaCl in LiCl in D) 48x G4C2 in kontrolno zaporedje RFP segrevani v 
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4.3 Mikroskopija na atomsko silo 
S pomočjo AFM smo dodatno preverili, če po segrevanju DNA pride do denaturacije 
plazmidov in ali pride do tvorbe G4 v zaporedju G4C2, saj so le-te z AFM uspeli detektirati 
v preteklih študijah [28-30]. V vzorcih linearnih plazmidov pcDNA3.1-48x G4C2 in 
pcDNA3-RFP, ki jih nismo izpostavili visokim temperaturam smo kot pričakovano 
opazili raztegnjene linearne dvoverižne plazmide (slika 25 A). Kot navaja literatura, je 
izmerjena višina dvoverižne DNA na sljudi pri načinu potrkavanja 0,7 ± 0,2 nm [56]. V 
tem območju je bila tudi višina, ki smo jo izmerili pri snemanju vzorcev linearnih 
plazmidov z 48 ponovitvami G4C2 in kontrolnega zaporedja RFP in sicer med 0,63 in 0,72 
nm. Tako pcDNA3.1-48x G4C2, kot pcDNA3-RFP so dolgi približno 5800 bp, kar 
pomeni, da je dolžina okoli 1,97 nm, če upoštevamo, da vsak bazni par prispeva dolžino 
0,34 nm [57]. Na posnetkih AFM smo izmerili dolžine plazmidov, ki so krajše od 
vrednosti izračunane dolžine po podatkih iz literature. Razlog za to so najverjetneje 
zanke, ki so se tvorile znotraj plazmidne DNA, ki so vidne tudi na slikah.  
Na posnetkih plazmidov segretih v vodi pri 98°C (5 min) smo na slikah opazili 
pričakovane produkte denaturacije dvoverižne DNA (slika 25 B) [27]. Dobili smo namreč 
enake rezultate kot so jih objavili v publikaciji in sicer enojne verige, ki so se združile v 
nedefinirane strukture kot posledica tvorjenja zank in združevanja baz znotraj ene verige 
[27]. Tako smo potrdili predhodno pridobljene rezultate z AGE, kjer smo linearno 
enoverižno DNA opazili kot razmaz, saj so na posnetkih vidne različno tvorjene strukture 
enojnih vijačnic DNA. Verige smo s segrevanjem ločili tudi z namenom tvorbe G4 v 
zaporedjih G4C2. Za snemanje AFM smo uporabili celotne plazmide z namenom, da bi 
morebitne tvorjene G4 lažje ločili od naključnih zank znotraj verige ter artefaktov, ki se 
prav tako pogosto pojavijo na površini sljude. Na podlagi izmerjene dolžine od začetka 
plazmida do skupka na verigi bi lahko določili ali gre za G4 znotraj ponovitev G4C2. 
Vendar zaradi tvorbe nedefiniranih struktur znotraj enoverižne DNA po denaturaciji 
vizualizacija G4 ni bila možna.  
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Slika 25: AFM analiza A) linearnih plazmidov pcDNA3.1-48x G4C2 (L1=1.81 μm 
(H=0.72 nm), L2=1.696 μm (H=0.65 nm)) in pcDNA3-RFP (L1= 1.531 μm (mean 
H=0.65 nm), L2= 1.573 μm (mean H=0.63 nm), L3= 1.66 μm (mean H=0.7 nm), L4= 
1.623 μm (mean H=0.63 nm)) ter B) predhodno segretih linearnih plazmidov v vodi pri 
98°C. 
Za izboljšanje vizualizacije bi bilo potrebno doseči razteg enojne verige na površini. Eden 
od pristopov je predhodno modificiranje sljude s poli-L-lizinom ali 3-
aminopropiltrietoksisilanom (APTES), ki izboljšata adsorpcijo DNA na substrat [27]. 
Drugi pristop je uporaba drugega substrata, kot je na primer modificiran visoko orientiran 
pirolitični grafit (HOPG) z atomsko ravno površino, ki se lahko uporablja za slikanje 
DNA. Tovrstni substrat prav tako preprečuje združevanje baz znotraj ene verige [27]. 
Vendar pa v nadaljnjih poskusih z zamenjavo substrata moramo biti previdni, saj bi lahko 
s preprečevanjem povezovanja med baznimi pari destabilizirali tvorbo G4, zato bo za 
opisan postopek potrebna nadaljnja optimizacija.   
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4.4 Detekcija G4 s tioflavinom T 
4.4.1 RNA  
V preteklosti so že uspešno detektirali RNA G4 znotraj ponovitev G4C2, ampak le na 
sintetičnih oligonukleotidih s 4 ponovitvami G4C2 [34]. G4 smo želeli detektirati znotraj  
verig RNA z večjim številom ponovitev G4C2. Zato smo sintetizirali molekule RNA z 48 
ponovitvami G4C2 ter molekule RNA s kontrolnim zaporedjem RFP. Poskusi so bili 
izvedeni na podlagi že znanih objavljenih postopkov [33, 34]. Sintetizirane molekule 
RNA s končno koncentracijo 1,3 μM so bile redčene v 20 mM Tris-HCl (pH 7), 40 mM 
KCl. Vzorce smo segrevali in nato v prisotnosti kalijevih ionov počasi ohlajali, da smo 
molekulam omogočili tvorbo G4. Meritve smo izvedli pri sobni temperaturi. Naredili smo 
tri tehnične ponovitve. Pridobljene vrednosti smo normalizirali na ozadje, ki ga daje sam 
ThT.  
Fluorescenca ThT se je najbolj povečala pri 48x G4C2 RNA. To povečanje je bilo 128-
kratno, medtem ko je bilo pri RFP RNA povečanje fluorescence le 45-kratno glede na 
ThT (graf 1). Rezultati, ki smo jih dobili so bili pričakovani na podlagi študije, kjer so pri 
detekciji G4 znotraj zaporedja RNA s 4 ponovitvami G4C2 s ThT pri 4 μM koncentraciji 
RNA, dobili 406-kratno povečanje fluorescence ThT (3-krat večja vrednost izmerjene 
intenzitete fluorescence v primerjavi z našimi rezultati pri 3-krat manjši koncentraciji 
RNA) [34]. V publikaciji so prav tako poročali o povečanju fluorescence pri zaporedjih 
RNA, ki ne tvorijo G4 [34]. To razloži 45-kratno povečanje fluorescence pri RFP 
zaporedju RNA, kljub odsotnosti G4. Ponovitve G4C2 dokazano tvorijo strukture G4, kar 
pomeni, da je nižji signal fluorescence pričakovan pri naključnem zaporedju [18, 26].  
Veliko je študij, ki potrjujejo prisotnost G4 v RNA, ki se prepiše iz gena C9orf72 in 
opisujejo njihov potencialni vpliv na razvoj bolezni ALS in FTD [18, 25, 26]. Razlika v 
fluorescenci med 48x G4C2 RNA in kontrolnim zaporedjem RFP RNA je bila zadostna, 
da smo lahko trdili, da je povečanje fluorescence ThT posledica vezave ThT na G4, ki se 
nahajajo znotraj ponovitev G4C2. 
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Graf 1: Odvisnost intenzitete fluorescence ThT (3 μM) pri valovni dolžini 487 nm od 
različnih molekul RNA z zaporedjem 48x G4C2 ter RFP (1,3 μM) v 20 mM Tris-HCl 
(pH 7), 40 mM KCl. 
4.4.2 DNA 
ThT je bil uporabljen tudi za detekcijo DNA G4 na sintetiziranih oligonukleotidih [32, 
34]. Eksperiment smo naredili tako, da smo preverili povečanje fluorescence ThT ob 
vezavi na dvoverižne DNA ter na predhodno denaturirane molekule DNA. Namen 
denaturacije je bil ločitev verig DNA ter omogočanje tvorbe G4 na enojni verigi s 
ponovitvami G4C2. Dvoverižne fragmente DNA, ki vsebujejo samo ponovitve (restrikcija 
pcDNA3-48xG4C2 in pcDNA3-RFPs  HindIII in BamHI) smo inkubirali pod predhodno 
določenimi pogoji za denaturacijo (98 °C, 5 min). Z namenom dosega zadostne 
koncentracije (0,12 μM) glede na literaturo smo reakcijo izvedli v 10 μL [32]. Na 
raztopino DNA smo dodali mineralno olje, da smo preprečili izhlapevanje vode pri sami 
denaturaciji.  
Rezultati so pokazali, da se intenziteta fluorescence ThT poveča pri vzorcih DNA, ki smo 
jih segrevali v primerjavi z verigami DNA, ki jih nismo denaturirali. Pri zaporedju 48x 
G4C2 smo opazili višjo vrednost spremembe fluorescence kot pri kontrolnem zaporedju 
RFP (graf 2).  
Po izračunu razmerja ∆Fx/∆FRFP (x = RFP ali 48x G4C2) smo ugotovili, da je povečanje 
fluorescence 1,5-krat višje pri 48x G4C2 v primerjavi z RFP (graf 3). To nakazuje na 
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primerjavi z rezultati, ki so jih navedli v publikaciji najverjetneje zaradi sprememb 
volumna in drugačnega izhodnega vzorca, saj smo uporabili dvoverižno DNA [32, 34]. 
Za dodatna pojasnila rezultatov, bi bilo sprva potrebno optimizirati celoten postopek 
eksperimenta.  
 
Graf 2: Rezultati izračuna razmerja fluorescence ob vezavi na nesegrevane vzorce DNA 
ter vzorce DNA po denaturaciji. 
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4.5 CD-spektroskopija  
CD-spektroskopija je bolj zanesljiva metoda za določanje prisotnosti sekundarnih 
struktur znotraj zaporedja DNA. Zato smo se lotili dokazovanja prisotnost G4 v zaporedju 
z 48 ponovitvami G4C2 s CD-spektroskopijo. Kot kontrolno zaporedje, ki ne tvori G4 smo 
uporabili zaporedje RFP. Najprej je bilo potrebno preveriti ali nižje koncentracije DNA 
dajo zadosten signal za interpretacijo spektrov. Z restrikcijo plazmidov smo pripravili 
fragmente s ponovitvami in kontrolnim zaporedjem v MQ vodi s koncentracijo 0,04 μM 
v volumnu 800 μL ter posneli spektre brez tretiranja vzorcev. Dobili smo CD-spekter, 
vendar so bili maksimumi ter minimumi precej nizki (graf 4). Kljub nizkim signalom smo 
iz spektrov odčitali približne vrhove in sicer je bil maksimum 48x G4C2 pri 265 nm in 
minimum pri 235 nm. Medtem ko je bil za RFP maksimum približno pri 280 nm ter 
minimum med 220 in 250 nm.  
Graf 4: CD spektra dvoverižnih fragmentov DNA z 48x G4C2 (modra črta) in RFP (rdeča 
črta) pripravljenih z restrikcijskimi encimi (HindIII in BamHI). Meritve so bile izvedene 
v vodi. 
Ko smo spektre primerjali z objavljenimi rezultati v literaturi smo ugotovili, da spektri 
kažejo prisotnost B-DNA tako v primeru zaporedja bogatega s GC kot naključnega 
zaporedja. Vorlickova in sodelavci so namreč s CD-spektroskopijo analizirali različna 
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Molekule DNA z različnimi zaporedji nukleotidov prevzamejo bolj ali manj različne 
strukture, zato se tudi CD-spektri le-teh razlikujejo. CD spekter 48x G4C2 je zelo podoben 
spektru purin-pirimidinskega kompleksa poli[d(G)]-poli[d(C)], ki ima maksimum pri 260 
nm in minimum pri 235 nm. Kljub odstopanjem od klasičnega spektra B-DNA te 
strukture spadajo v konformacijsko skupino vijačnic v obliki B-DNA. Spekter zaporedja 
RFP je zelo podoben spektrom nativnih heterogenih molekul DNA 
(d{[(CG)3(TA)3]4(CG)3} in DNA telečjega timusa) in spektrom kompleksov poli[d(AC)]-
poli[d(GT)] in poli[d(GA)]-poli[d(TC)], saj imajo vsi ti maksimum pri 280 nm in 
minimum med 240 in 250 nm [24, 58]. Prav tako so vrhovi naključnega zaporedja nižji, 
saj B-oblika heterogene DNA zagotavlja precej šibek CD-spekter [24]. 
Meritve dvoverižne DNA v vodi smo ponovili z 0,2 μM koncentracijami fragmentov 
DNA v volumnu 400 μL, da smo povečali signal spektrov. Maksimum 48x G4C2 smo 
odčitali pri 264 nm in minimum pri 237 nm (graf 5). Maksimum RFP smo odčitali pri 
276 nm, medtem ko je bil prvi negativni vrh pri 240 nm ter minimum pri 226 nm (graf 
6). Ponovno se rezultati ujemajo s podatki iz literature [24, 58]. Dodatno smo uspeli dobiti 
višje signale za bolj zanesljivo interpretacijo spektrov.  
Po postopni denaturaciji fragmentov 48x G4C2 do 98 °C in dodatku kalijevih ionov ter po 
ohlajanju smo v spektrih 48x G4C2 opazili, da se minimum pri 235 nm ni spremenil, 
medtem ko je pri 265 nm prišlo do zamika vrhov k višjim valovnim dolžinam ter rahlega 
znižanja vrhov. Tako zamik vrhov k višjim valovnim dolžinam kot znižanje vrhov je po 
podatkih iz literature  posledica razpada dvojne vijačnice na enojne verige [59]. Prav tako 
je bila opazna spremenjena oblika spektrov pri 290 nm (graf 5). Dodaten vrh pri 290 nm 
nakazuje na prisotnost G4. Kot že omenjeno imajo CD-spektri mešane topologije G4 
značilni minimum pri 240 nm ter maksimum pri 260 in 290 nm, kar so opazili tudi pri 
CD-spektrih oligonukleotidov s ponovitvami G4C2 [23]. Ker so pozitivni ter negativni 
vrhovi GC bogatih dupleksov ter enoverižne DNA ter G4 pri podobnih valovnih dolžinah, 
je zahtevno ločiti med enimi in drugimi strukturami. Zato CD-spekter 48x G4C2 kaže 
prisotnost mešanih struktur DNA. Spektra 48x G4C2 po denaturaciji ter po ohlajanju sta 
podobna, kar pomeni, da se struktura po ohlajanju ni bistveno spremenila, sklepamo, da 
so nastale strukture po razpadu dvoverižnega zaporedja G4C2, preprečile renaturacijo v 
dvoverižno DNA.  
Iz CD-spektra kontrolnega zaporedja RFP po segrevanju do 98 °C ter dodatku kalijevih 
ionov smo odčitali maksimum pri 287 nm ter minimum pri 232 nm (graf 6). Prav tako je 
pozitivni vrh premaknjen proti višjim valovnim dolžinam in je  njegov signal nižji v 
primerjavi s spektri RFP pred denaturacijo ter po ohlajanju, kar kaže na razpad dvoverižne 
DNA v enoverižno DNA. Po ohlajanju smo dobili CD-spekter, ki je bil zelo podoben 
spektru RFP pred denaturacijo, kar kaže na renaturacijo kontrolnega zaporedja RFP.  
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Graf 5: CD spektri dvoverižnih fragmentov 48x G4C2 pred denaturacijo (modra črta), po 
segrevanju do 98 °C ter dodatku K+ (rdeča črta) in po ohlajanju do sobne temperature 
(zelena črta).  
 
Graf 6: CD spektri dvoverižnih fragmentov kontrolnega zaporedja RFP pred denaturacijo 
(vijolična črta), po segrevanju do 98 °C ter dodatku K+ (modra črta) in po ohlajanju do 
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CD-spektri, ki smo jih posneli se od spektrov iz literature razlikujejo pri nizkih valovnih 
dolžinah. Negativni vrhovi so namreč zelo široki in posledično nismo uspeli pridobiti 
dodatnih potencialnih pozitivnih vrhov pod 220 nm, ki so značilni pri CD-spektrih 
določenih struktur DNA. Zaradi nizke koncentracije vzorca so bili signali nižji kot pri 
spektrih v publikacijah. Zato nismo uspeli primerjati vseh vrhov ter same oblike vrhov, 
ki bi nam dodatno omogočili interpretacijo posnetih spektrov ter prisotnost G4 [24, 58]. 
V nadaljnjih raziskavah bomo poskusili posneti CD-spektre fragmentov DNA v 
prisotnosti različnih vrst kationov ter pri različnih koncentracijah le-teh [24, 58].  
4.6 Biotinilacija DNA za pridobitev enojnih verig G4C2 ter detekcijo 
DNA-vezavnih proteinov 
Namen biotinilacije je bil pridobitev enojnih verig s ponovitvami G4C2 za nadaljnjo 
identifikacijo proteinov, ki se vežejo na ponovitve G4C2 s pomočjo testa ˝pull down˝. Z 
biotinom označene dvoverižne fragmente DNA smo želeli pridobiti s pomočjo kompleta 
reagentov, ki vsebuje TdT encim, ki brez prisotnosti matrične DNA dodaja nukleotide 
tako na 3'-OH konec oligonukleotidov kot tudi na 3'-OH štrleči konec dvoverižne DNA. 
Zato smo s kloniranjem plazmidom pcDNA3.1-48x G4C2 in pcDNA3-RFP dodali 
restrikcijsko mesto KpnI, ki tik ob željenem zaporedju (G4C2 ali RFP) po restrikciji pusti 
štrleče 3' konce. Fragmente za biotinilacijo smo pripravili z restrikcijo novih plazmidov 
z encimoma HindIII in KpnI.  
Biotinilirane fragmente DNA smo pred vezavo na streptavidinske magnetne delce 
segrevali v vodi, saj so predhodni poskusi pokazali, da pri tej temperaturi razpade na 
enojne vijačnice. Segrevanje v SSC smo vključili za dodatno denaturacijo dvoverižnih 
DNA, ki so morda ostale po prvem segrevanju v vodi in hkratno ohranitev interakcije 
med streptavidinom in biotinom. Segrevanje v 1x SSC je namreč predlagajo v literaturi, 
vendar to bolje učinkuje pri zaporedjih, ki niso bogata z GC [60]. Iz predhodnih poskusov 
smo opazili, da v prisotnosti 150 mM monovalentnih ionov GC bogate verige težje 
denaturirajo, zato smo uporabili 0,5x SSC, da smo zmanjšali koncentracijo ionov.  
Pri analizi z AGE smo opazili, da veliko DNA, tako 48x G4C2 kot RFP, ostane v nevezani 
frakciji (slika 26). To lahko pomeni, da je bila stopnja biotinilacije nizka. Po segrevanju 
v SSC se je na gelu pokazalo kar nekaj lis pri obeh vrstah fragmentov DNA, ni pa bilo 
opaznih lis, ki predstavljajo enoverižno DNA.  
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Po disociaciji biotiniliranih verig RFP smo opazili liso, ki ustreza enoverižni DNA. 
Medtem ko smo pri fragmentih 48x G4C2 zaznali lise, ki kažejo tako dvoverižno kot 
enoverižno DNA. To je lahko posledica nepopolne denaturacije DNA med samim 
postopkom zaradi slabega spiranja s 70 % etanolom po precipitaciji iz etanola v 
prisotnosti natrijevega acetata. Tako lahko nekaj natrijevih ionov ostane vezanih na 
negativno nabite fosfatne skupine na ogrodju DNA, zaradi česar je popolna denaturacija 
zaporedja G4C2 otežena [61, 62].  
 
Slika 26: Rezultati AGE postopka pridobitve enoverižne DNA z 48 ponovitvami G4C2 in 
kontrolnega zaporedja RFP s pomočjo vezave biotiniliranih dvoverižnih DNA na 
streptavidinske magnetne delce, denaturacije in spiranja nebiotinilirane verige DNA.  
Zaradi nizke koncentracije dobljenih biotiniliranih enojnih verig DNA, bi bilo potrebno 
v nadaljevanju izboljšati stopnjo biotinilacije dvoverižnih fragmentov DNA. Prav tako bi 
bilo potrebno bolj učinkovito spiranje DNA s 70 % etanolom med precipitacijo DNA, da 
bi se znebili vseh natrijevih ionov vezanih na DNA.  
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4.7 Pomnoževanje zaporedij G4C2 s pomočjo reakcije PCR 
Z namenom označevanja DNA z biotinom smo se lotili optimizacije pomnoževanja DNA 
s ponovitvami G4C2. Sprva smo pomnoževali krajša zaporedja s ponovitvami (8x G4C2 in 
24x G4C2) in najdaljše kontrolno zaporedje (RFP) z začetnimi oligonukleotidi, ki se 
prilegajo 40 nukleotidov pred ponovitvami in 50 nukleotidov za ponovitvami. Zato smo 
pričakovali produkte, ki so dolgi 138 pb pri 8x G4C2, 600 bp pri 24x G4C2, ter 455 bp pri 
pomnoževanju zaporedja RFP.  
Pomnoževali smo z AccuPrim GC-Rich DNA polimerazo in po programu, ki ga navaja 
proizvajalec, z dodatkom proteinov SSB. Za kontrolo dolžine produktov smo pripravili 
restrikcijske mešanice plazmidov, ki smo jih uporabili kot matrice (pcDNA3.1-8x G4C2, 
pcDNA3.1-24x G4C2 ter pcDNA3.1-RFP) z encimoma HindIII in XbaI, saj je dolžina 
izrezanih fragmentov primerljiva z dolžinami produktov PCR. In sicer so dolžine 
fragmentov 125 bp 8x G4C2, 221 bp pri 24x G4C2, ter 464 bp pri RFP.  
Analiza dolžin produktov PCR na AGE je pokazala, da smo uspešno pomnožili vsa tri 
zaporedja, torej RFP, 8x G4C2 ter 24x G4C2 (slika 27).  
 
Slika 27: Kontrola uspešnosti reakcije PCR z AGE. Produkti PCR kontrolnega zaporedja 
RFP ter 24x G4C2 in 8x G4C2 z AccuPrim GC-Rich DNA polimerazo z nespremenjenim 
programom ob dodatku SSB.  
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Ker je bil cilj pomnožiti najdaljše zaporedje s ponovitvami, torej 48x G4C2, smo zaradi 
visoke vsebnosti GC uporabili prilagojen program HPE-PCR za pomnoževanje GC 
bogatih regij. Z običajnim programom PCR namreč nismo uspeli pomnožiti celotnega 
zaporedja z 48 ponovitvami. Pričakovali smo produkt dolžine 378 bp z enakimi začetnimi 
oligonukleotidi kot pri prvi reakciji PCR. Uporabili smo AccuPrim GC-Rich DNA 
polimerazo in prilagodili program našim začetnim oligonukleotidom. Kot pozitivno 
kontrolo smo pomnožili 8x G4C2 in naključno zaporedje RFP (slika 28). Produkti PCR 
48x G4C2 na gelu niso bili vidni na višini, kjer je fragment po restrikciji, ki je dolžine 365 
bp, ampak je bil viden le razmaz, kar pomeni, da nismo uspeli pomnožiti celotnega 
zaporedja. Prvi razlog, da nismo uspeli pomnožiti 48x G4C2 zaporedja je najverjetneje 
stabilnost regije, ki je 100 % GC, saj so v reakcijskem pufru Mg2+ ioni, ki pripomorejo k 
stabilnosti. Drugi razlog je, da sama polimeraza nima dovolj visoke procesivnosti, da bi 
pomnožila celotno zaporedje. To pomeni, da je DNA polimeraza dodajala nukleotide in 
je disociirala z matrice preden je uspela pomnožiti celotno zaporedje GC.  
 
Slika 28: Kontrola uspešnosti prve reakcije HPE-PCR z AGE. Produkti PCR kontrolnega 
zaporedja RFP ter 8x G4C2 in 48x G4C2 z AccuPrim GC-Rich DNA polimerazo.  
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Zato smo pri naslednji HPE-PCR reakciji poleg AccuPrim GC-Rich DNA polimeraze, 
uporabili tudi KOD Xtreme Hot Start DNA polimerazo. V vse reakcije smo dodali še 
betain, ki je znan kot učinkovit ojačevalec za izboljšanje denaturacije in destabilizacijo 
sekundarnih stuktur. Pomnoževali smo zaporedje RFP, 24x G4C2 ter 48x G4C2. Z AGE 
smo preverili uspešnost reakcij PCR. Uspešno smo pomnožili zaporedje 24x G4C2 (221 
bp). Prav tako smo uspeli pomnožiti RFP zaporedje, kot v prvih dveh reakcijah PCR (slika 
29). Tudi v prisotnoti betaina nismo uspeli pomnožiti 48x G4C2 z AccuPrime GC-Rich 
DNA polimerazo, vendar smo bili uspešni pri uporabi KOD Xtreme Hot Start DNA 
polimeraze. 
 
Slika 29: Kontrola uspešnosti druge reakcije HPE-PCR z AGE. Produkti PCR 24x G4C2 
in 48x G4C2 in kontrolnega zaporedja RFP z AccuPrim GC-Rich DNA polimerazo (A) in 
Kod Xtreme Hot Start polimerazo (K).  
Tako smo optimizirali reakcijo PCR, s katero bi lahko z biotinom označenimi začetnimi 
oligonukleotidi pripravili večje količine označenih DNA fragmentov z visokim številom 
ponovitev G4C2 in jih uporabili za poskus ˝pull down˝ za identifikacijo proteinov, ki se 
vežejo na ponovitve.  
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5 Zaključek  
V magistrski nalogi smo preučevali vplive temperature in ionskih zvrsti na zaporedje 
DNA s ponovitvami G4C2. Ugotovili smo, da je bila denaturacija plazmidov z 48 
ponovitvami G4C2 uspešna pri temperaturi 98 °C, medtem ko je kontrolno zaporedje 
razpadlo pri 90 °C. Ob dodatku soli, ki stabilizirajo tvorbo G4 (K+, Na+, Li+), je zaporedje 
G4C2 postalo preveč stabilno, da bi lahko s segrevanjem prešlo v enojni verigi DNA. Ko 
smo poskus ponovili s plazmidi z 8x G4C2 ter 24x G4C2, smo opazili zmanjšano 
stabilizacijo dvojne vijačnice. Dvoverižni fragmenti DNA, ki vsebujejo samo ponovitve 
G4C2, so se pri enakih pogojih popolno stabilizirali in pri vseh treh različnih dolžinah na 
gelu nismo videli lis, ki bi nakazovale na enoverižno DNA. Zaključili smo, da je za takšno 
obnašanje odgovorno zaporedje ponovitev G4C2, ki preprečuje plazmidom ali 
fragmentom DNA popoln prehod v enojne vijačnice v prisotnosti K+, Na+, Li+. Spoznanja 
pri preučevanju vpliva temperature in soli smo v nadaljevanju uporabili za pripravo 
enoverižnih DNA za AFM, pridobitev enojnih verig s ponovitvami G4C2, pri pripravi 
enoverižne DNA za detekcijo G4 znotraj zaporedja G4C2 s fluorescenčnim barvilom ter 
CD-spektroskopijo. S pomočjo AFM smo pridobili slikovno podporo uspešne 
denaturacije plazmidov z 48 ponovitvami G4C2 ter kontrolnim zaporedjem RFP. V 
prihodnjih raziskavah bomo uporabili AFM tudi za detekcijo G4, vendar bo pred tem 
potrebna optimizacija nanosa enoverižne DNA na sljudo, da bodo G4 znotraj verige vidni. 
Z uporabo ThT smo detektirali G4 v zaporedju 48x G4C2 RNA, saj je znano, da ti 
transkripti tvorijo G4 in prispevajo k razvoju ALS/FTD. Ko smo naredili podoben poskus 
z DNA, smo opazili razliko intenzitete fluorescence ThT pri denaturiranih fragmentih 
DNA v primerjavi z netretiranimi fragmenti DNA ter, da je bilo povečanje višje pri 
zaporedju 48x G4C2 kot pri kontrolnem zaporedju RFP. Vendar nismo uspeli opaziti 
enako velike razlike fluorescence ThT kot pri RNA. Rezultati, ki smo jih uspeli dobiti so 
obetavni, vendar je potrebna nadaljnja optimizacija za doseganje detekcije G4 s ThT v 
zaporedju DNA. V nadaljevanju smo za detekcijo G4 znotraj ponovitev uporabili CD-
spektroskopijo. Odčitane vrednosti vrhov iz spektrov dvoverižnih fragmentov 48x G4C2 
DNA so sovpadale z vrednostmi objavljenih B-DNA CD-spektrov GC bogatega 
zaporedja ter vrednosti RFP spektra z vrednostmi naključnega zaporedja. Po segrevanju 
DNA ter dodatku kalijevih ionov se je izkazalo, da tako pri 48x G4C2 in kot pri RFP pride 
do spremembe strukture, ki kaže enoverižno DNA. V CD-spektrih zaporedja G4C2 so bili 
vidni dodatni vrhovi, ki nakazujejo na prisotnost G4. Dobljeni rezultati CD- 
spektroskopije so zelo obetavni vendar bodo za zanesljivo potrditev tvorbe G4 znotraj 
večjega števila ponovitev G4C2 potrebne dodatne meritve. Eden od ciljev je bil priprava 
biotinilirane DNA za nadaljnjo izvedbo testa ˝pull down˝ za identifikacijo proteinov, ki 
se vežejo na ponovitve G4C2. Fragmente 48x G4C2 DNA smo označili z biotinom in z 
vezavo na magnetne delce uspeli pridobiti enojne verige, vendar je bila koncentracija teh 
prenizka za nadaljnje poskuse. Z namenom modifikacije DNA z biotinom smo 
optimizirali reakcijo PCR za pomnoževanje zaporedja s ponovitvami. Reakcije smo 
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izvedli z nemodificiranimi začetnimi oligonukleotidi in nazadnje uspeli pomnožiti tako 
krajša kot najdaljše zaporedje s ponovitvami. PCR bomo lahko uporabili v nadaljevanju 
projekta z namenom označevanja DNA, tako za izolacijo enojnih verig kot za 
identifikacijo DNA-vezavnih proteinov. Ta projekt je pomemben za razumevanje 
prispevka G4 in DNA-vezavnih proteinov k razvoju ALS in FTD. 
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